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OZET

Farkh Miktarlarda Kiikiirt iceren ve Giin Kurusu Kayisiyla Beslenen Sicanlarin
Serum ve Karaciger Oksidatif Stres Parametrelerinin Karsilastirilmasi

Amagc: Diinya kayis1 tiretiminin biiyiik bir boliimiinii Tiirkiye tek basina saglamakta ve
Malatya ili i¢in “kayisinin baskenti” tanimlamas1 yapilmaktadir. Yas kayisi ihracati yapan
diger iilkelerin aksine Tiirkiye kuru kayisi ihracati yapmaktadir. Kuru kayisilarin depolanma
Omiirlerinin uzun olmasi amaciyla kiikiirtleme islemi yapilmaktadir. Ancak bu islem
kayisinin raf Omriinii uzatmakla birlikte ihracatin1 da engellemektedir. Ciinkii ihracatin
oniindeki en biiyiik engel Avrupa Birligi’nin getirmis oldugu 2000 ppm’lik kiikiirt dioksit
sinirlamasidir. Bu kapsamda ¢aligmamizin amaci 2000 ppm kiikiirt dioksit miktarini asan
kayisilarin tliketilmesinde oksidatif stres acisindan degisiklikleri gozlemlemektir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm, 4000 ppm ve gin
kurusu kayis1 katilan yemlerle ii¢ ay siire ile beslenen toplam 84 adet rat kullamlmstir. Ug
ayin sonunda serum ve karaciger oksidatif stres belirtegleri incelenmistir. Bu amagla MDA,
GSH, TAS, TOS, OSI, IL-1 B ve 8-dOHG seviyeleri dl¢tilmiistiir. Ayn1 zamanda karacigerin
histolojik hasar skorlar1 belirlenmistir.

Bulgular: Serum ve karaciger oksidatif stres parametreleri icerisinde sadece TOS seviyeleri
arasinda farklilik bulunmadi. Diger parametrelerde giin kurusu kayisi ile beslenen gruplarda
en yuksek TAS ve en diisiik OSI sonuglar elde edildi. MDA, IL-1 B ve 8-dOHG seviyeleri
en ylksek olan grup 1000 ppm grubu iken GSH seviyesi en yiiksek grup 2000 ppm grubu
olarak gozlemlendi. Histolojik hasar acisindan istatiksel olarak fark bulunamadi.

Sonug: Kiikiirt orani farkli kayisilarin tiiketilmesi ratlarda hem oksidatif stres parametreleri
acisindan hem de karaciger hasar1 agisindan anlamli farkliliklar meydana getirmemistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, kuru kayisi, oksidatif stres, rat
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ABSTRACT

Comparison of the Oxidative Stress Parameters of the Serum and Liver Tissue in Rats
Feed by Sun-Dried Apricot Which Contains Different Amount of Sulphur

Aim: Turkey provides a large part of the dried apricot production in the world alone, thus
Malatya province is defined as ‘’the capital of the Apricot’’. Turkey export both dried and
fresh aprocots. The sulfation process is carried out in order to extend their life of storage of
dried apricots. But sulfation also prevents the export. The European Union has brought that
2000 ppm of sulfur dioxide limit which is the biggest obstacle in front of the apricot export.
In this context, the purpose of our study, when consumption of apricots which is contain
exceed amount of 2000 ppm of sulfur to observe the changes in terms of oxidative stress.

Material and Methods: In our study, totally 84 rats were feed with contains different amount
of sulphur or sun dried apricots chow for 3 months. The levels of MDA, GSH, TAS, TOS,
OSlI, IL-1 B ve 8-dOHG are measured in serum and liver tissue samples. Additionally,
histologic injury score was determined in the liver.

Results: There were no differences only between TOS levels of serum and liver oxidative
stress parameters. In the group fed with sun dried apricots have the highest TAS levels and
lowest OSI results. 1000 ppm group have the highest level of MDA, IL-1 3 ve 8-dOHG while,
2000 ppm group has the highest GSH level. There is no statictically difference between
groups in terms of liver injury scores.

Conclusion: Consumption of apricots which contain different sulfur ratio did not show
significant alterations on both oxidative stress parameters and liver injury ratio.

Key Words: Liver, oxidative stress, rat, dried apricot
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ALT: Alanin aminotransferaz

RO-: Alkoksil radikali

AST: Aspartat aminotransferaz

FAO: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu
VLDL.: Cok diisiik dansiteli lipoprotein

PUFA: Coklu doymamis (poliansatiire) yag asidi
DNA: Deoksiribontkleik asit

8-0x0G : 7,8-dihidro-8-okzo-guanozin

NazHPOa4: Disodyumbhidrojen fosfat

H202: Hidrojen peroksit

8-OHdG: 8-hidroksi-2-deoksiguanozin

OH-: Hidroksil radikali

4-HNA: 4-hidroksinenonal

HsPOa: Fosforik asit

IL1p: Interlokin 1 beta

GPx: Glutatyon peroksidaz

GRx: Glutatyon Rediktaz

GSH: Glutatyon

GST: Glutatyon-S-Transferaz

CAT: Katalaz
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SO2: Kukurt dioksit

L-: Lipid radikali

LDH: Laktat dehidrogenaz
LOO: Lipid peroksil radikali
MDA: Malonildialdehit

NO: Nitrik oksit

OSIi: Oksidatif Stres Indeksi
ROO:: Peroksil radikali

KCI: Potasyum kloriir

RNS: Reaktif Nitrojen Turevleri
ROS: Reaktif Oksijen Turevleri
RNA: Ribonukleik asit

O2: Slperoksit radikali

SOD: Superoksit dismutaz
TBA: Tiyobarbitlrik asit

TCA: Trikloroasetik asit

TAS: Total Antioksidan Kapasitesi
TOS: Total Oksidan Kapasitesi
TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu
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1. GIRIS

Kayisi, ticari olarak diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilebilen 6nemli meyve
tiirlerinden birisidir. Diinyada yaklasik 70 milyon kayis1 agacindan yillik 2,5-2,8 milyon ton
yas kayist tiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye'de yaklagik 16 milyon kayist agacindan 400-600
bin ton yas kayist iiretimi yapilmaktadir. Bu miktarin her yil 250-300 bin ton kadari
Malatya'da iiretilmektedir. Uretilen kayisinin biiyilk boliimii kiikiirtlendikten sonra
kurutulmaktadir. Yillik 50-120 bin ton kuru kayisinin yaklasik 100 iilkeye ihracatiyla 150-
200 milyon dolar arasinda gelir elde edilmektedir. Kayisi, Malatya iline yaptig1 ekonomik

katk1 nedeniyle vazgegilmez iiriin haline gelmistir (1).

Kuru kayisinin muhafaza edilmesinde kullanilan kiikiirt konusunda ithalater iilkelerin
hassasiyeti her gegen giin artmaktadir. Birgok Avrupa {ilkesi ve iilkemizde kuru kayisida
bulunmasi gereken kiikiirt miktar1 2000 ppm'dir ve bu miktarin asag1 ¢ekilme ihtimali vardir.
Goniillii insanlarda yapilan denemeler 13-14 mg/kg. dan fazla alinan stilfitin bogaz ve mide
yanmalari, bas agris1 hatta kusma gibi toksik belirtiler meydana getirdigini gdstermistir.
Laboratuar uygulamalar ile bir¢ok ¢aligma yapilmis ancak celigkili sonuglar bulunmustur.
Kiikiirtleme bilesiklerinin toplumun ¢oklugunda bir tehlike olusturduguna dair bir kanit
bulunmamistir. Bazi insanlar 50 mg/kg viicut agirh@ diizeyinde sulfite hicbir reaksiyon
gostermezlerken bazi insanlarda ¢ok az miktarda alinmasi halinde bas agrisi, bulanti gibi

semptomlara neden olabilmektedir (1).

Son yillarda yapilan galigmalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigin1 gostermektedir. Miyokard
enfarktlisii gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus,
romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin
oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (2). Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi1 diisiik ve ¢ok etkin molekiiller
olarak tanimlanir. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit
radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest
radikaller, oksijenden olugan radikallerdir. Bu radikaller genel olarak Reaktif Oksijen Tiirleri

(ROS) olarak adlandirilirlar (2). ROS'dan ileri gelen hasar1 engellemek veya yavaslatmak



icin viicutta bazi savunma sistemleri gelistirilmistir. Bu savunma sistemleri antioksidan

savunma sistemleri olarak adlandirilir (2).

Oksidatif stres olarak bilinen durum, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
sistemleri arasindaki ciddi dengesizlik sonucu meydana gelmektedir. Bu dengesizlik genelde

doku hasarina yol agmaktadir (3).

Meng Z. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, siilfiir dioksit’e maruz
birakilan farelerin karaciger Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPx), redikte Glutatyon (GSH) gibi oksidatif stres parametrelerini arttirdig
tespit edilmis (4). Ayni bilim adamiin bagka bir grupla yaptig1 calismada kiikiirt dioksit
tirevlerine (sodyum sulfat ve sodyum bistilfat) maruz kalan farelerde DNA hasar1 meydana
geldigi rapor edilmistir (5). Otlu A. ve ekibini yaptig1 bir calismada giin kurusu kayisinin
diyete eklenmesiyle SOD ve CAT aktivitesinin arttigi, lipit peroksidasyonunun azaldigi rapor
edilmistir (6). Oztirk F. ve arkadaslarinin yapmus oldugu bir arastirmada giin kurusu

kayisinin karaciger tizerine oksidatif stresi azaltici etkisi oldugu rapor edilmistir (7).

Tim bu bilgilere ragmen kiikiirtle muamele edilmis kayisinin etkilerinin, giin kurusu
kayistyla karsilastirildigi veya artan kiikiirt miktarlarinin etkilerinin arastirildigi bir yayin
bulunamamistir. Bu baglamda yapmis oldugumuz ¢alismanin amaci yiiksek ve diistik kiikdirt
iceren kayisilarla beslenmenin serum ve karaciger oksidatif stres parametrelerine etkilerini
karsilastirmak ve kayisi ihracatinin oniindeki en biiyiik engel olarak goériilen bu sinirin
asilmast halinde meydana gelebilecek etkileri gozlemlemek tezimizin amacini

olusturmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kayis1 (Prunus armeniaca L.)
2.1.1. Kayisimin Kokeni ve Tarihgesi

Kayist (Prunus armeniaca L.) Rosales takiminin Rosaceae familyasinin Prunoideae
alt familyasimin Prunus cinsine girer. Diinyada 1slah1 yapilan 6 tiir kayis1 bulunmaktadir. Bu
tdrler Prunus armeniaca, Prunus brigiantiaca (Briancon kayisisi- Alperigi), Prunus mume
(japon kayisis1), Prunus mandshurica (Mangurya kayisisi), Prunus holosericea (Tibet
kayisisi), Prunus dasycarpa (siyah ve mor kayisi) tiirleridir. Kayist meyvesi; agik saridan
turuncu rengine kadar genis bir renk varyasyonu (agik sari, sari, turuncu, koyu turuncu,
kirmiz1 ve yesil) sahiptir. Kayis1 meyvesi oval, yuvarlak, eliptik gibi sekillere sahip ve

agirhig 20-80 g arasinda degismektedir (8).

Kayisinin anavataninin Cin oldugu ve Anadolu topraklarina giriginin iki bin yildan
fazla bir ge¢misi oldugu kabul edilmektedir. Ulkemizde kayis1 ve zerdali yetistiriciligi
Malatya bolgesi, Elazig-Erzincan-Sivas bolgesi, Akdeniz boélgesi, Kars-Igdir bolgesi, Ege
bolgesi, I¢ Anadolu bélgesi ve Marmara bolgesinde farkli yogunluk ve gesitlerle
yapilmaktadir. Ancak Malatya bolgesi kayisi iiretiminde 6zellesmis bir bolge olup Tiirkiye

kayis1 tlim tiretimin yarisindan fazlasini gergeklestirmektedir (9).

2.1.2. Diinyada ve Tirkiye’de Kayis1 Uretimi

FAO’nun 2012 verilerine gore dunya uzerindeki toplam kayisi iiretimi yaklasik 4
milyon ton (3.956.640) olup bu miktarin yaklasik 800.000 (759.768) tonu Tiirkiye’den
kargilanmaktadir. Kayis1 iretiminde Tiirkiye %20’lik bir payla lider durumdadir. Tiirkiye’yi
sirastyla Iran, Ozbekistan ve Cezayir izlemektedir (10).

Kayisi {iretimi yapan iilkelerden Fransa, italya, Ispanya ve Yunanistan yas kayis
ihracat1 yapmaktayken Tiirkiye, Avustralya, iran ve diger Orta Asya iilkeleri daha ziyade
kuru kayisi ihracati yapmaktadirlar (11).

TUIK 2013 verilerine gore Tiirkiye’de meyve veren 14milyon kayis1 agacindan

toplam 780.000 ton kayis1 tiretimi yapilmistir. Bu iiretim miktarinin yaklasik 420.000 tonu



Malatya ilinden karsilanmistir. Bu {retim miktarlar1 ile Malatya ili iilke iiretiminin
%350’sinden fazlasini, diinya kayisi1 Tlretiminin ise yaklasik %10’unu tek basina
karsilamaktadir (12).

Yukaridaki veriler g6z oniine alindiginda Malatya ilinin “Kayisinin baskenti” olarak

anilmasinin hakli sebepleri oldugu asikardir.

2.1.3. Malatya Kayisinin Genel Ozellikleri ve Besin Degerleri

Malatya kayisilar1  Tiirkiye’nin  farkli  bolgelerinde yetisen kayisilar ile
karsilastirildiginda ortaya ciddi farklar ¢ikmaktadir. Bu farklarin en 6nemlisi kayisidaki kuru
madde oranidir. Yerli ve yabanci diger kayisi ¢esitlerinde %14-18 olan kuru madde orani
Malatya kayisilarinda %24-28 arasindadir. Kuru madde oraninin yiiksek olmasi kurutmalik
kayisilarda aranan bir 6zelliktir. Bununla beraber Malatya’nin sahip oldugu iklim kosullar
kayis1 agacinin verim sartlarini tam anlamiyla karsilamaktadir. Malatya kayis1 agaglar1 daha
soguk ya da daha sicak iklim bolgelerine gotiiriildiigiinde bolge iklim sartlarina adaptasyonu
miimkiin olmamakta ve agaglardan ekonomik anlamda verim elde edilememektedir. Iklim
sartlarina uyum ve kayisi cesitliligi agisindan Malatya kayisisi iistiin 6zelliklere ve kaliteye
sahiptir (13).

2.1.3.1 Yas Kayisinin Besin Degeri

Malatya’da yaygin yetistirilen bazi kayisi tiirlerinin besin degerleri Tablo 2.1°de
verilmistir (14).



Tablo 2.1. Malatya bolgesinde yaygin olarak yetistirilen kayis1 tiirlerinin besin degerleri. (100 gr yas kayisida)

% Kuru Toplam

Kaysi Tiirii Madde Fenolik icerik  Vitamin A Vitamin C Glukoz Fruktoz Potasyum  Sodyum Kalsiyum Fosfor
Hacihaliloglu 24.78+0.44 5341.29+206.50  8.88+0.62 3.77x1.7 19.21+0.63 13.56+0.64 1849+36 10.9+0.1 102.3+9.0 107.0£1.3
Hasanbey 19.6+1.54 5827.98+401.84  22.2+4.56 49.3+2.3 14.72+0.76 12.16+0.67 1811+56 8.8+2.3 100.7+0.6 118.6+2.3
Soganci 25.81+2.49 4965.99+355.64  9.18+2.97 28.5+0.7 17.16+2.44 13.99+1.52 1879469 8.9+1.8 110.0+0.8 97.9+4.5
Kabaasi 22.0+0.27 5822.03+73.72  26.18+0.16 41.6x3.7 18.64+0.29 13.05+0.18 188075 12.6+2.9 105.748.3 97.043.1
Cologlu 23.53+1.26 5674.25+459.27  5.74+0.50 20.6+3.8 18.95+0.81 15.68+0.65 122757 14.0£1.4 87.0£2.6 72.0£2.8
Cataloglu 21.5+0.22 6107.21+209.41 17.53+4.89 27.9+£1.0 21.40+072 15.02+0.36 137748 13.9+1.8 140.8+4.0 88.9+74
Hacikiz 16.86+0.13 6592.38+59.83  13.05+0.37 37.1%2.3 23.67+0.32 11.03+0.31 1605+63 15.947.3 173.6+4.0 104.6+2.4



2.1.3.2. Kayisinin Insan Saghg Acisindan Onemi

Gilinliik enerji ve protein gereksiniminin karsilanmasina ¢ok az katkida bulanan kayisi
meyvesi vitamin ve mineral madde igerigiyle dnemli bir yere sahiptir. Ozellikle A vitaminin
oncul maddesi olan B-karoten’den zengin olan kayisi bu 6zelligi ile goz sagligi, kemik, dis
gelismesi ve endokrin bezlerin ¢alismasi gibi fonksiyonlarin saglikli c¢aligmasini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda bir antioksidan olan [B-karoten kanserojen maddelerlerin
detoksifikasyonunda da rol oynamaktadir.

Sodyum bakimindan fakir, potasyum bakimindan zengin olan kayisinin bu yonii ile
kalp yetmezligi, hepatit ve siroz gibi hastaliklarin tedavisini desteklemek amaciyla kullanimi
tavsiye edilmektedir.

Yetiskin bir insanin gilinliik 25 g diyet lifine ihtiyaci vardir. 100 g kuru kayisida 24 g
diyet lifi ihtiva etmektedir. Bu 6zelligi ile kuru kayisi giinliik diyet lifi alimimi tek basina
karsilamaktadir. Diyet lifinin yeterli alinimi ile kabizlik, apandisit, hemoroid, obezite ve
kolon kanseri gibi hastaliklara yakalanma riski azalmakta bununla beraber bagirsaklarin

diizenli ¢alismasi saglanmaktadir (15).

2.1.4. Kayisinin Hasad, Kiikiirtlenmesi ve Kurutma Yontemleri

2.1.4.1. Yas Kayisilarin Hasat Zamam ve Hasat Yontemleri

Hasat Zamaninin Belirlenmesi

Malatya bdolgesinde genellikle hasat zaman1 Mayis aymin son haftasinda baslayip
Haziran aymin son haftalarina kadar uzamaktadir. Ancak agagtaki meyvelerin hepsi ayni
anda olgunlasmadig: i¢in hasat da kademeli olarak yapilmaktadir. Kayis1 agacinda en once
ist daldaki meyveler olgunlasmakta daha sonra orta yikseklikteki meyveler ve en son alt
dallardaki meyveler olgunlasmaktadir. Hasat da bu siray1 takip eder ve bir agactan ti¢ kerede
meyvenin timu hasat edilebilir.

Kayis1 meyvesinin hasat zamani meyvenin daldan kolay kopmasi, kabuk ylizeyinin

¥’ UnUn saman sarist renge donmesi ve meyve etinin 72’sinin sar1 renge donmesi ile anlasilir.



Sofralik kayisilarin hasat zamani i¢in gonderilecek pazarin uzaklig ve tiiketim stiresi
g6z onilinde bulundurulmalidir. Bu etmenler goz oniine alindiginda sofralik kayisilara hasat
sirasinda parmakla basildiginda meyve etinin ezilmemesi ayni zamanda meyve renginin
kendine 6zgii sar1 renge donmiis olmasi tavsiye edilmektedir. Erken hasat edilen kayisilar
renk ve aroma bakimindan geri kalirken hasadi geciken kayisilarda olgunlagsma ilerlemis
olur. Bu durumda hasat ve tasima sirasinda meyveler bozulmaya baslar ve pazarda bekleme
stireleri azalir.

Kurutmalik kayisilarda ise hasat biraz geciktirilerek yapilir. Bu gecikmenin sebebi
meyvedeki kuru madde miktarinin biraz daha yiikselmesinin istenmesidir. Ancak meyvenin
kendiliginden diisecek kadar olgunlagsmasina ve yumusamasina izin verilmeden hasat
yapilmalidir. Kurutmalik kayisilar tam olgunlastigi zaman hasat edilirse kurutma randimani
ve kalitesinde diistisler meydana gelir. Hasat ¢ok geciktirildiginde ise kurutma randimani
yiikselir ancak kiikiirtleme sirasinda sira akar, sekil ve renk bakiminda diistik kaliteli iiriin
elde edilir.

Genellikle sofralik kayisilar sert, kurutmalik kayisilar tam olgun, dondurulacak veya
yakin pazara gotiiriilecek sofralik kayisilar ise bu iki olgunluk derecesinde hasat edilmektedir
(16).

Kayis1 Hasat Yontemleri

Kayis1 agaglarindan hasat yapilmada kullanilabilecek en uygun yontem el ile yapilan
hasattir. Bu yontemde meyveler kirlenmeden temiz kalmakta ve olgunluk kontrol
edilebilmektedir. Boylelikle olgunlasmamis meyvelerin hasadinin 6niine gegilebilir. Ancak
hasat doneminin kisa siirmesi ve biiyiik kayis1 bahgeleri icin yeterli is gilicii bulunamamasi
nedeniyle elle toplama yontemi pratikte uygulanmasi zor bir yontemdir.

Elle toplama yonteminin disinda aga¢ dallarini silkeleme ve uzun sopalarla dallari
cirpma yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Dallar ¢irpilarak yapilan hasat yonteminde
sopalarla dallara vuruldugu icin olgun meyvelerle birlikte ham meyvelerde dokiilmekte
ayrica bir sonraki yilda meyve verecek olan gozler zedelenmektedir. Cirpma ydnteminin bir
diger zarar1 da dallara vurulmasi ile agilan yaralardan zararli bitki ve organizmalarin

gelismesi i¢in uygun ortam hazirlanmaktadir. Sonug olarak ¢irpma yonteminin agaca verdigi



zararlardan otiirii elle toplama yapilamayan biiyiikk bahgelerde hasat dallarin silkelenmesi

suretiyle yapilmalidir (17).

2.1.4.2. Yas Kayisilarin Kiikiirtleme Islemi

Kikurt dioksit (SO2) meyve ve meyve iiriinlerinin korunmasinda olduk¢a yaygin
olarak kullanilan ve ilk ¢aglardan beri bilinen en eski yontemlerden biridir. Kiikiirtleme
islemi sirasinda agiga c¢ikan SO. gazi meyvelerde meydana gelen renk degisimini
engellemenin yani sira meyveleri hastalik ve zararlilara karst korumaktadir. Kayisi
meyvelerinin kikirtleme islemi kiikiirtleme odasi (islim odasi) denilen kapali odalarda,

kerevet lizerinde veya kasalar ile yapilmaktadir.

Kerevet Yontemi ile Kiikirtleme

Kerevetler 90x90 veya 90x180 cm dl¢iilerinde plastik veya kavak agaci kerestesinden
imal edilmektedir. Kerevetlerde ¢italar, yarim santimetre araliklarla yerlestirilmistir.
Kayisilar kerevete tek bir sira halinde dizilirler ve dizme sirasinda yarali, sekli bozuk, asir
olgun veya ham kayisilar secilir. Tek sira halinde kayis1 dizilen bir kerevet 30-32 kg kayis1
tagiyabilir. Kerevet yontemi ile kayisilarin toplam ylizey alanlari arttirilir. Boylece daha az

kiikiirtle homojen bir kiikiirtleme islemi gergeklestirilebilir (18).

Kasa Yontemi ile Kukurtleme

Malatya ve civarindaki sehirlerde kiikiirtleme islemi plastik veya tahta kasalara
doldurularak yapilmaktadir. Kasalarla yapilan kiikiirtleme isleminde iist taraftaki meyveler
yeteri kadar SO, gazi1 alirken orta ve alt kademedeki meyveler daha az SO gazi1 almaktadir.
Bu durumda kasalar kiikiirtleme odasindan ¢ikmadan 6nce ikinci bir kiikiirtleme islemi
yapilmaktadir. Ikinci kiikiirtleme sonrasinda orta ve alt kademedeki meyveler yeterli SO
gazi alirken iist taraftaki meyveler fazla kiikiirt gaz1 almakta ve kuru kayist randimani
diismektedir (19). Bu nedenle kasa yontemi ile kikirtleme islemi birakilmali ve kerevet

yonteminin kullanimi yayginlastirilmalidir.



2.1.4.3. Kiikiirtleme Odasimin Ozellikleri

Kiikiirtleme odas1 eni ve boyu 2.5 m, yiiksekligi 2.2 m 6l¢iilerine sahiptir. Duvarlari
tugla veya betondan yapilir ve 30 cm kalinhigindadir. Kapinin 6lgiileri 110x200 cm, contali
ve hava geg¢irmez bir yapidadir. Belirtilen dl¢iilerdeki bir kiikiirtleme odasinda tek seferde
kerevetlerle 1200 kg, kasalarla 1500 kg yas kayisi kiikiirtlenebilir.

Kiikiirtleme isleminde kullanilacak kiikiirdiin yanmasi i¢in bir kapta 1sitmak
gereklidir. Toz kiikirt 25-30 cm ¢apinda ve 5-6 cm derinliginde madeni bir kapta eritilir. Bu
amagla oda kapisinin kars1 duvarinin ortasinda bir kiikiirt ocaginin yapilmasi gerekmektedir.

Kerevetler veya kasalarla yas meyveler kiikiirt odasina yerlestirildikten sonra ocak
tizerindeki madeni kaba bir miktar kiikiirt konularak ocak yakilir. Yanan ocagin iizerindeki
kiikiirdiin erimesi i¢in kap i¢indeki kiikiirt karistirilir. Kiikiirt eriyip mavi renk alinca bir
kibrit ile erimis kiikiirt tutusturulur ve kiikiirt yanmaya baslayinca odadan disari ¢ikilarak

kapis1 kapatilir (20).

2.1.4.4. Kiikiirtleme Islemi ve Siiresi

Kiikiirtleme islemi yas kayisilarin kapali bir ortamda yakilan kiikiirtten olusan SO>
gaz atmosferinde belirli bir slire tutulmasidir. Kiikiirtleme siiresini kayis1 ¢esidi, meyve
olgunlugu, meyvenin biitiin ya da ikiye boliinmiis olmasi ve ortam sicakligi etkilemektedir.
Kayisi meyvelerinin yeterli oranda kiikiirt dioksit gazi aldigi; meyve kabugunun
seffaflagsmasi, meyve etinin igerisinde beyaz damar kalmayacak sekilde yumusamasi ve
meyvenin 2/3’{iniin pismis gibi bir goriiniim kazanmasi ile anlagilmaktadir. Baz1 kayisi

cesitlerinin kiikiirtleme siireleri Tablo 2.2’ de verilmistir (21).



Tablo 2.2. Bazi1 kurutmalik kayisi ¢esitleri igin kullanilan kiikiirt miktar1 ve
kikurtleme siresi.

1 Ton Yas Kayisiya

Kayis1 Cesidi Olgunluk Sekil Kikdrt (kg) Sire (saat)

Olgun Tam 3 6
Ham Tam 2 4

Hacikiz )
Olgun Ikiye ayrilmis 1 2
Olgun Tam 6 12
Ham Tam 5 10

Hasanbey .
Olgun Ikiye ayrilmis 3 6
H. Haliloglu Olgun Tam 4 8
Cologlu Ham Tam 3 6
Cataloglu Olgun Cekirdeksiz tam 3 6

2.1.4.5. Kiikiirtlenen Kayisilarin Kurutulmasi

Kiikiirtlenmis kayisilar giineste veya kurutma tesislerinde sicak hava ile suni olarak
kurutulmaktadir. Malatya ve civar illerde kayisilarin kurutuldugu Temmuz-Agustos
aylarinda hava sartlarinin uygun olmasi sebebiyle giineste kurutma tercih edilmektedir.

Kiikiirtleme odasindan ¢ikartilan kayisilarin kerevet lizerinde kurutulmasi en uygun
yontemdir fakat kerevet sayis1 yetersiz ise meyveler 1-1.2 m genislikte ve stk dokunmus
bezler iizerinde tek sira halinde dizilerek kurumaya birakilir. Kurutma yeri se¢iminde
dogrudan giines 15181 alan ve meyvelerin kirlenmesine sebep olabilecek tozlu yollardan,
sanayi tesislerinden, demir yollarindan, ¢opliik ve ahirlardan uzak yerler tercih edilmelidir.

Kurutma sonrast kayisi meyvesinin su kaybetmesi ile baglantili olarak hacmi
azalmakta ve kiikiirt oran1 bir miktar artis gdstermektedir. 2000 ppm kiikiirt oranina sahip
sekerpare tipi kuru kayisi elde etmek i¢in bir ton yas kayisiya iki kilogram toz kiikiirt
kullanilmas: yeterlidir (22).
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2.1.4.6. Kurutulmus Kayisilarin Depolanmasi

Usuliine uygun kurutulmus meyvedeki su miktar1 mikroorganizma faaliyeti i¢in
gerekli miktarin altina diismekte ve bdylece biyokimyasal siiregler yavaslamakta sonug
olarak renk bozulmasi, tat ve besin degeri kayiplar1 azalmaktadir. Kurutulmus meyvelerin
kalitesini yiiksek sicaklik, ortamin nemi, havalandirma, 151k, bocekler, toz ve yabanci kokular
etkilemektedir.

Kuru kayisilardaki ytiksek seker icerigi dolayisiyla meyveler nem almaya yatkin hale
gelmektedir. Ortam neminin iirlinlerdeki nemden fazla oldugu durumlarda kuru meyveler dig
ortamdan nem alir. BOyle bir durumda meyvelerde enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlar hizlanmakta ve kiif mantarlarinin gelismesi kolaylagsmaktadir. Kuru kayisilarin
depolandig1 ortamlarda nem oran1 %20’ nin altinda olmalidir. Ideal nem oran1 %15 tir.

Depolama sirasinda meyvede bulunan kiikiirdiin bir bolimii parcalanarak veya
dogrudan atmosfere verilerek kaybolmaktadir. Kayisidaki kiikiirt miktar1 1200-1500 ppm
oldugunda bocek zarar1 baglamakta, dogal sar1 renk kaybolup kararmalar ve esmerlesmeler

meydana gelmektedir (23).

2.2. Koruyucu Gida Katki Maddeleri ve SO2

Gidalardaki mikroorganizmalarin 6lmesine neden olan veya mikroorganizmalarin
cogalmast ve faaliyetini onlemek amaci ile belli diizeylerde gidalara katilan ve insan
sagligina zarar1 bulunmayan maddelere koruyucu (prezervatif) maddeler denir. Koruyucu
maddeler gida 68esi olmayip gidaya yabanci olan kimyasal bilesiklerdir ve bu maddelerin
kullanilma miktarlar1 daima sinirhdir.

En fazla kullanilan koruyucu katki maddeleri i¢inde benzoik asit, formik asit, nisin,
borik asit, O-fenilfenol, difenil ve SO2 bulunmaktadir. Bu maddelerin kullanim alanlari

gidalarin 6zelliklerine ve saklanma kosullarina gore degismektedir (24).
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2.2.1. Gida Koruyucu Olarak SO2

Bilinen en eski gida koruyucu maddelerden biri olan SO, antioksidan 0zellikleri ve
guclu koruyucu etkileri sebebiyle meyvelerden elde edilen Grlinlerin korunmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sarap ve meyve suyu sanayisinde, marmelat iiretiminde, elma,
armut, seftali, liziim ve kayis1 meyvelerinin kurutulmasinda ¢esitli kiikiirt tuzlar1 kullanildigi
bilinmektedir.

SO; gidalarda koruyucu olarak birden fazla sekilde etki etmektedir. Bu etkilerden
ilkini mikroorganizmalar iizerine ortamin pH degerini diisiirerek meydana getirirken diger
taraftan hiicre i¢i oksidasyon enzimlerini inhibe etmektedir. ikinci olarak SO2 meyvelerdeki
karbonil grubu ara driinler ile reaksiyona girerek bu driinlerin esmer renkli pigmentlere
doniisiimiinii bloke ederek gostermektedir. Bu reaksiyon sonucunda meyvelerdeki enzimatik
olmayan esmerlesme engellenir. Koruyucu etkilerinin yani sira SOz ayn1 zamanda oksijen
akseptori gorevi gorerek antioksidan 6zellik de gostermektedir. Karotenoidlerin ve askorbik
asitin kaybini sinirlandirmaktadir.

Kurutma teknolojisinde yukarida belirtilen olumlu etkilerine kargilik SO2’nin guclu
korozif etkileri, kurutulmus iiriinde yabanci bir koku olarak devamli hissedilmesi ve Bl
vitamini siiratle pargalamasi gibi olumsuz yonleri de mevcuttur (25). Gerek bu sebeplerle
gerekse insan sagligina olan etkileri nedeniyle SO2’in kullanimi smirlandirilmistir. 2011
yilinda Avrupa Birligi gida katkilarina dair diizenlemede kuru kayisida izin verilen SOz

miktart 2000 ppm olarak belirlenmistir (26).

2.3. Serbest Radikaller ve Etkileri
2.3.1. Serbest Radikallerin Ozellikleri ve Oksidatif Stresin Olusumu

Serbest radikaller, kabuga yakin veya en dis orbitalinde bir veya daha fazla
eslenmemis elektron bulunduran ve bagimsiz olarak meydana gelebilen atom veya
molekiiller olarak tanimlanmaktadir ve serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin
tiriinleridir. Eslenmemis elektronlar sebebiyle serbest radikaller degisken, kisa omiirlii ve
oldukga reaktiflerdir. Reaktif 6zellikleri sebebiyle serbest radikaller kararli hale gelebilmek
i¢in hiicrenin diger bilesiklerinden elektron koparabilir ve elektronu koparilan bilesik radikal

haline gelir. Bu durumla beraber zincirleme reaksiyonlar meydana gelmekte ve hiicreler zarar
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gormektedir. Reaktif oksijen trleri (ROS) ve reaktif nitrojen turleri (RNS) birlikte serbest

radikalleri ve diger radikal olmayan reaktif tiirleri olusturmaktadir (27). Metabolizma

sirasinda tretilen ROS ve RNS tirleri Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. ROS ve RNS tirleri ve yar1 omiirleri

Serbest Radikal Yari omiir
Reaktif Oksijen Turleri-ROS
Radikaller
Stiperoksit 10 saniye
Hidroksil 10719 saniye
Alkoksil radikali 10 saniye
Peroksil radikali 17 saniye
Radikal Olmayanlar
Hidrojen peroksit Kararl
Singlet oksijen 10 saniye
Ozon
Organik peroksit Kararl
Hipoklorik asit Kararl (dk)
Hipobromik asit Kararl (dk)

Reaktif Nitrojen Turleri-RNS

Radikaller
Nitrik oksit
Nitrojen dioksit

Radikal Olmayanlar
Peroksinitrit
Nitrozil katyon
Nitroksil anyon
Dinitrojen trioksit
Dinitrojen tetraoksit
Nitroz asit
Peroksinitroz asit
Nitril klorit

Cevre sartlarina bagl

107 saniye

Oldukga kararli
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2.3.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Endojen veya eksojen kaynaklar serbest radikallerin meydana gelisini
hizlandirabilirler. Endojen kaynakli serbest radikal tiretimi mitokondri, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulum gibi oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu hiicresel organellerde
meydana gelmektedir. Organellerde meydana gelen ROS disinda prostaglandin sentezi,
fagositik hiicreler, bagisiklik hiicrelerin aktivasyonu, yangisal durumlar, enfeksiyon gibi

stirecler de ROS {iretimine sebep olmaktadir.

2.3.2.1. Mitokondri

Hiicre ici ROS’ un bilyiik bir bélimiiniin kokeni mitokondridir. Okaryotik hiicrelerde
tretilen ROS’ un %90’ dan fazlasi mitokondri kaynaklidir (28). Elektron transport
sistemindeki iki blyik kompleks (kompleks I ve kompleks II) siperoksit radikali
olusumunda 6nemli roller oynamaktadir. Kompleks | ve 1I’ den Koenzim Q’ ya aktarilan
elektronlar dolayisiyla Koenzim Q indirgenmektedir (QH2). Indirgenmis Koenzim Q,
yeniden yiikseltgenmis hale ge¢mek icin stabil olmayan semikinon anyon (Q)
olusturmaktadir. Meydana gelen semikinon anyonu oksijene elektron aktararak stperoksit
radikalinin olusumuna yol agmaktadir. Siiperoksit radikalinin olusumu enzimatik olmayan
reaksiyonlarla ilerledigi i¢in metabolik faaliyetlerin yiiksek oldugu durumlarda ROS

olusumu da artmaktadir.

Yukarida anlatilanlarla beraber mitokondride ROS iiretimine katilan monoamino
oksidaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz, gliserol fosfataz dehidrogenaz gibi enzimler de

bulunmaktadir.

2.3.2.2. Peroksizomlar

Peroksizomlarda  farkli  metabolitlerden  oksijene  elektron transferleri
gerceklesmektedir ve H2O2 olusmaktadir. Olusan H2O. oksidatif fosforilasyon ile ATP
olusturmak yerine 1s1 enerjisi olarak serbest birakilmaktadir. H2Ooiiretimini arttiran temel

metabolik olay yag asitlerinin beta oksidasyonudur (28).
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Peroksizomlarda H202’ nin yani sira O2, OH' ve NO- gibi radikaller de meydana
gelmektedir. Farkli radikallerin olusmasini saglayan farkli enzimler peroksizomlarin

bilinyesinde bulunmaktadir.

2.3.2.3. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum biinyesindeki pek ¢ok enzim ROS olusumuna sebebiyet
vermektedir. Ditiyollerden molekiiler oksijene elektronlarin aktarimi yapan ve HO»

olusumuna sebep olan Eroplp enzimi buna 6rnek olarak verilebilir.

Endojen kaynaklarla birlikte serbest radikallerin olusumuna sebep olan ekzojen
kaynaklar da mevcuttur (28). Serbest radikal olusumuna sebep olan ekzojen kaynaklarin bir

kismi1 Tablo 2.4’ de verilmistir.

Tablo 2.4. Serbest radikal olusumuna sebep olan ekzojen kaynaklar

Hava ve su kirliligi Ultraviyole 1ginlar

Alkol Yiyecekler (Yanmis etler, kullanilmis
yaglar)

Tiitlin dumani Maclar (Halotan, Parasetemol,

Metrenidazol)

Gegis metalleri Kimyasallar (CCls)

Agir metaller

Endustriel ¢ozlculer

Pestisitler
Yiiksek sicaklik
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2.3.3. Serbest Radikallerin Molekiiler Hedefleri

Antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmast hiicre i¢inde serbest radikallerin
birikmesine yol agmaktadir. S6z konusu radikaller yiiksek reaktif olmalar1 sebebiyle niikleik

asitler, proteinler ve yaglar gibi li¢ temel hiicre bilesenine de zarar verebilirler.

2.3.3.1. Deoksiribonukleik Asit (DNA)

Oksijen ve nitrojen radikallerinin ikisi de DNA hasar1 olusturabilir. ROS {iretiminin
merkezi olan mitokondri DNA’ s1 hiicresel DNA’ ya gore daha fazla hasarla
karsilagsmaktadir. DNA iizerinde en fazla zarar olusturabilen oksijen radikali, hidroksil
radikalidir. Hidroksil radikali, DNA Uzerindeki plrin ve pirimidin bazlarina, deoksiriboz
sekerlerlere zarar vererek tek zincir veya ¢ift zincir {izerinde DNA kiriklarma yol
acabilmektedir. Hidroksil radikali plrin ve pirimidin bazlarindan hidrojen atomu eksilmesine
ve boylece modifiye bazlarin olugmasina sebep olmaktadir (28). Tablo 2.5’ de serbest radikal
hasarina bagli ortaya ¢ikan modifiye bazlar verilmistir.

Tablo 2.5. Serbest radikal hasar1 sonucu agiga ¢ikan modifiye bazlar

Timin glikol 5-formil urasil

Urasil glikol Sitozin glikol
5-hidroksideoksi dridin 5,6-dihidrotironin
5-hidroksideoksi sitidin 5-hidroksi-6-hidro-sitozin
Hidantoin 5-hidroksi-6-hidro urasil
8-hidroksi deoksi guanozin Urasil glikol

8-hidroksi deoksi adenozin Alloksan

2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin

Oksijen radikallerinin disinda nitroksil radikalleri, 6zellikle peroksinitrit, guanin ile
etkilesime girerek 8-nitroguanin ve 8-oksodeoksiguanin gibi modifiye bazlar meydana
getirebilir. 8-nitroguanin olusumu kanserle alakali mutajenik bir lezyon olarak

degerlendirilmektedir.
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2.3.3.2. Ribonukleik Asit (RNA)

Tek zincirli yapilari, aktif onarim mekanizmalarimin olmamasi ve DNA gibi
proteinlerle sarili olmamast RNA nin oksidatif hasara daha yatkin olmasini saglamistir.
Bununla birlikte RNA’ larin sitoplazma igerisinde mitokondiye yakin bulunmalar1 da hasar
olusumunu arttirmaktadir. Alzeimer, Parkinson gibi hastaliklarda ve miyopatilerde RNA
hasarinin rol oynadig bildirilmistir. 7,8-dihidro-8-okzo-guanozin (8-oxoG) uzerinde en fazla

arastirma yapilan RNA hasar tirtiniidiir (28).

2.3.3.3. Lipitler

Membran fonksiyonlarinda akigkanligin artmasi, membrana bagli enzim ve
reseptorlerin  inaktivasyonu gibi bozukluklar meydana getirmesi sebebiyle lipit
peroksidasyonu pek ¢ok patolojik durumla iligkili bulunmustur. Serbest radikaller tarafindan
en fazla hasara ugrayan bilesikler poliansatiire yag asitlerinin fosfolipit gruplardir.

Lipit peroksidasyonun olusumu herhangi bir serbest radikalin bir yag asidine
saldirmast ve metilen grubundan bir hidrojen ¢ikarmasiyla baslamaktadir. Bu reaksiyon
sonucunda karbon merkezli lipit radikali (L) meydana gelmektedir. Lipit radikali lipit
peroksil radikali (LOO") olusturmak amaciyla molekuler oksijen ile reaksiyona girebilir.
Olusan lipit peroksil radikali sonunda lipit peroksidasyonunun zararli bilesikleri olan
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinenonal (4-HNA) olusan bir dizi yeniden diizenlenme
reaksiyonuna girmektedir (28).

2.3.3.4. Proteinler

Protein oksidasyonu radikal olan ve olmayan bilesikler tarafindan olusabilmektedir.
ROS protein yapisinda bulunan farkli aminoasitleri okside ederek c¢esitli zararlar
vermektedir. Bu zararlar1 protein-protein capraz baglari, proteinlerin denatiire edilerek
fonksiyon kayiplari, reseptor ve tasiyict proteinlerin fonksiyon kayiplar1 seklinde kendini
gostermektedir. Metiyonin ve sistein gibi kiikiirt igeren aminoasitler ROS tarafindan
oksidasyona daha fazla ugramaktadir ancak biyolojik sistemlerde sadece bu iki aminoasit
icin onlar1 dogal formuna doniistiirebilecek enzimler mevcuttur. Bu enzimler disiilfid

rediiktaz ve metiyonin siilfoksit rediiktazdir.
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Farkli aminoasitler ROS kaynakli saldirilar sonucu farkli oksidasyon fliriinleri agiga

cikartmaktadir (28). Bu aminoasitler ve oksidasyon urunlerine Ornekler Tablo 2.6’ da

verilmistir.

Tablo 2.6. Farkli aminoasitlerden meydana gelen oksidasyon iiriinleri

Aminoasit

Fenilalanin

Tirozin

Histidin

Asparjin, Aspartik asit, Arjinin
Lizin

Prolin

Tireonin

Ldsin ve Valin

2.4. Antioksidanlar

Oksidasyon Uriinleri
2,3-dihidroksifenilalanin
2-hidroksifenilalanin
3-hidroksifenilalanin
4-hidroksifenilalanin
3-4-dihidroksifenilalanin
Tirozin-Tirozin gapraz baglari
Nitrotirozin
2-oksohistidin
Glutamik semialdehit
a-Aminoadipik semialdehit
2-prolidon
4-hidroksiprolin
5-hidroksiprolin
2-Amino-3-keto butirik asit

Hidroksil reziduleri

Antioksidan maddeler, bir ortamda okside olabilen herhangi bir maddeden daha az

konsantrasyonda bulunurlar ve o maddenin okside olmasini geciktirir veya engellerler (29).

Hem hiicre i¢i sivilarda hem de hiicre dis1 sivilarda bulunan antioksidanlarin temel gorevi

serbest radikal hasarini engellemektir. Antioksidan savunma sistemleri kendi aralarinda

primer savunma sistemleri ve sekonder savunma sistemleri olarak ikiye ayrilirlar.
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1. Primer (birincil) savunma sistemi: SOD, GPx, CAT gibi enzimler; A, C, E
vitaminleri; glutatyon ve iirik asit gibi bilesikler birincil savunma sistemini olusturur.

2. Sekonder (ikincil) savunma sistemi: Lipolitik enzimler, peptidazlar, proteazlar,
DNA onarim enzimleri, ekzoniikleaz, endoniikleaz ve ligaz ikincil savunma sistemini
olusturur (30).

Antioksidanlar {izerinde yapilan ilk ¢alismalarda bu maddelerin biyolojik zarlardaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu engelledigine dair sonug¢lar bulunmustur. Ancak
guinimizde antioksidan maddelerin proteinler, lipitler ve niikleik asitler ile birlikte farkli
makromolekulleri korudugu bilinmektedir (31, 32).

Antioksidanlarin temel etkileri iki baslik altinda toplanabilir:

A) Serbest radikal olusumunun énlenmesi:

1- Oksijen radikallerini uzaklastirir ya da olusan radikalleri azaltirlar.

2- Radikal 6zellikli reaktif bilesenleri ortamdan uzaklagtirirlar.

3- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirirlar.

B) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

1- Toplayicl (scavenging) etki: Toplayict 6zellige sahip antioksidanlar ortamda
meydana gelen oksijen radikallerini baglayarak onlar1 bir bagska molekiile ¢evirirler. Boylece
ortamdaki radikal bilesik konsantrasyonunu azaltirlar. Antioksidan enzimler toplayici etkiye
ornek olarak verilebilir.

2- Bastiric1 (quencher) etki: Bastirici etkinin temelinde ortamdaki radikal bilesigin
yapisina bir hidrojen iyonu eklenerek radikal etkinin azaltilmasi yatmaktadir. Bitkisel
kaynakl1 pek¢ok flavonoid ve vitaminler bu etkiye sahiptirler.

3-Onaric1 (repair) etki: Kimi antioksidanlar oksidatif hasara maruz kalmis
molekilleri onarirlar.

4- Zincir kina (chain breaking) etki: Zincir kirici antioksidanlar bir radikale
elektron vererek veya bir radikalden elektron alarak radikal arasindaki baglari kirarak

fonksiyon gosterirler (33).
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2.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan sistem elemanlari1 daha kolay incelenebilmesi amaciyla farkli 6zellikleri

g6z Oniine alinarak smiflandirilabilir. Gliniimiizde antioksidan molekiiller enzimler, suda

¢Oziinen radikal tutuculari, yagda c¢oziinen radikal tutucular1 ve metal iyonlarin1 baglayan

proteinler olarak gruplandirilmaktadir (Tablo 2.7).

Kaynaklarina gore antioksidan molekiillerin siniflandirilmasi igin organizmanin

kendisinin sahip oldugu endojen kaynakli ve disaridan 6zellikle bitkiler vasitasiyla alinan

eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere iki kavramdan bahsedilebilir (34). Endojen

kaynakli antioksidanlar Tablo 2.8' de dzetlenmistir.

Sonu¢ olarak smiflandirmada meydana gelen farkliliklara ragmen antioksidan

sistemin temel gorevi radikal olusumunu engellemek, oksidatif hasari onararak hasara

ugramis molekiilleri temizlemek olarak agiklanabilir (32).

Tablo 2.7. Organizmada antioksidan sistem elemanlari.

Enzimler

Suda ¢oziinen Radikal tutuculari

Yagda ¢oziinen radikal tutuculari

Metal iyonlarini baglayan proteinler

Slperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz
Glutatyon transferaz
Glutatyon

Vitamin C

Urik asit

Glukoz

Sistein

Vitamin E
B-Karoten

Bilirubin

Ubikinol
Flavonoidler
Ferritin

Transferrin
Haptoglobin
Seruloplazmin
Albumin
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Tablo 2.8. Dogal (endojen) antioksidanlar (35)

Antioksidanlar Yapisi Yerlesimi Islevi
Sitokrom oksidaz Tetram?“k Plazma Siiperoksit notralizani
protein
Slperoksit . - ,
Dismutaz (SOD)  Cu,Zn, Mn SOD  Mitokondri, serum SUper()kéét/i'rirzoz ye
Retelen Hemoprotein Peroksizomlar Peroksit nétralizani
(CAT) P
Glutatyon . . .
peroksidaz Selonoprotein .S'tOZOI’ . L.'.p!.t per_ok_s_lda_syonu
mitokondri urdinlerini indirger
(GPx)
Glutatyon Sitozol
reduktaz Dimerik protein - - Disulfitleri indirger
mitokondri
(GRx)
Yagda coziinen Membranlar,
a-tokoferol £04 607 Ekstraselller Peroksidasyonu azalir
vitamin
ortam
p-karoten V'tA . nlelc Peroksil temizleyicisi
preklrsori membranlari
Glutatyon . . Intraselliiler ortam
(GSH) Tripeptit alveoller Redoks substrati
R Okside pdrin Genis bir dagilim Hidroksil toplar, Vitamin
Urik asit .y ,
bazi gosterir C’yi korur
Sistein Amino asit Genis Plr d'aglhm Organik bilesikleri indirger
gOsterir
Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikal giderici
Bilirubin Hempproteln Dolasim kant, Zincir kiric1 antioksidan
uriin dokular
. . . Dolasim kani, . . , ..
Seruloplazmin Protein dokular Superoksiti H.02’ye gevirir
Transferrin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarin1 baglar
.\ . . Dolasim kani, C o
Ferritin Glikoprotein dokular Doku demiri baglayicisi
Askorbik asit SUd"?I goz_ulen LSO KO O i Vitamin E’yi rejenere eder
vitamin sivilari
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2.4.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit Dismutaz

Endojen bir antioksidan olan Siperoksit Dismutaz (SOD) enzimi, iki molekdl
stperoksit radikalini (O2") substrat olarak kullanarak reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit
(H202) ve molekiler oksijen (O2) agiga ¢ikartir (38, 39). Boylelikle olusan O2" ortamdan

uzaklastirilmis olunur.

Antioksidan enzim olarak gorev yapan iki farkli SOD mevcuttur ve bunlarin hiicre
ici yerlesimi farklilik gostermektedir. Yapisinda bakir ve ¢inko bulunan SOD sitozolde

bulunurken, mangan iceren SOD ise mitokondride yerlesmistir (37).

20, +2H —S00  J H,0,+ 0>

Katalaz (CAT)

Ozellikle memeli eritrositlerinde yiiksek miktarlarda bulunan bu enzimin yapisinda 4
adet demir iyonu ve hem proteini bulunmaktadir. Bu nedenle CAT enzimi bir
hemoproteindir. CAT antioksidan aktivitesini H2Oz'den su (H.O) ve O, meydana getirmek

suretiyle gostermektedir (40, 41).

2H,0, L; H.O + O,

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon  peroksidaz, hucrelerin  sitozollerinde bulunan  bir  enzimdir.
Hidroperoksitlerin indirgenmesinde rol oynar. GPx, sitozol ve mitokondrilerde SOD
tarafindan olusturulan H2O2 ve yag asidi hidroperoksitlerini yok eder. GPx, diisiik H20>

konsantrasyonunda calisir. GPx enziminin selenyum bagimli aktivite gosterdigi

bilinmektedir (42).
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GPx
GSSG + 2H,O0 ——— H:02 + 2GSH
GPx, fagositik hiicrelerde 6nemli islevleri vardir. GPx ve diger antioksidanlar,
solunum sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik hiicrelerin zarar

gormesini engellerler. Glutatyon Peroksidaz, eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili olan

antioksidandir (43).

Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon (GSH); glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan bir tripeptiddir. SH,
sisteinin sulfidril grubudur ve molekiiliin aligveris yapan bolimiidiir. Ksenobiyotik
metabolizmasinda glutatyon, faz I enzimlerince olusturulan reaktif Grinler ile konjugasyona
girer. Bunun sonucunda reaktif Grlinler hiicre makromolekdllerine (DNA, RNA, protein)
baglanamaz ve hiicre hasar1 olusamaz (44).

Glutatyon ve ksenobiyotiklerin reaksiyonunu gergeklestiren enzimler, glutatyon- S-
transferazlar (GST)’ dur.

ROOH + 2GSH —SST___, GSSG + ROH + H,0

Glutatyon Rediiktaz (GRx)

Glutatyon rediktaz flavin adenin dinlkleotid (FAD) icerir. NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disulfit baglarina aktarilmasinda rol oynar. NADPH serbest radikal

hasarina karsi koruyucu oldugu i¢in 6nemlidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (45).

H>O, indirgenmesiyle GSH oksitlenir. Glutatyon peroksidazin fonksiyonu ig¢in
okside glutatyon tekrar indirgenir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan katalizlenir. Enzim
NADPH bagimli bir flavoproteindir (34). Glutatyon redoks dongiisii Sekil 2.1 de

gosterilmistir.
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2GSH
Glutatyon NADP™
Peroksidaz
Glatatyon
\ Rediiktaz
J GSSG NADPH <——— ?E“:'H
t
2H,0 Yus a
H olu

Sekil 2.1. Glutatyon Redoks Déngust

2.5. Flavonoidler

Flavonoidler ¢esitli sebze, meyve ve otlarda bulunan polifenol grubu dogal
kimyasallardir. GlnlUk diyetteki polifenolik madde igerigi anti oksidan ve radikal siipiiriicii
ozellikleri dolayisiyla onemlidir. Flavonoidlerin antioksidan 6zelliklerinin yani sira ortamda
gecis elementlerinin varliginda prooksidan 6zellik gosterdigi de bilinmektedir. Bitkilerde
meyve ve cigeklerde renk olusumunu saglayan, ¢evresel kosullara gore koruma goérevini
ustlenen flavonoidler; insanlarda antioksidan aktiviteleri ile radikal stpdrici olarak gorev

yapmaktadirlar. Flavonoidlerin temel faydalari sunlardir:

e Zararli mikroorganizmalarin fonksiyonlarmi bozarak bakteri ve viruslere
kars1 koruma saglarlar. Bagisiklik sistemini desteklerler.
e Damar endotelini koruyarak damar tikanikliklarini azaltici rol oynarlar.
e Allerjik reaksiyonlarin baskilanmasini saglarlar.
e Enzim aktivitelerini diizenlerler ve anti kanserojen olarak gorev Ustlenirler.
e Fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek
antiinflamatuar 6zellik gosterirler.
Flavonoidler, 6nemli metal selatdrleri ve serbest radikal temizleyicisi gibi gorev
yaparlar. Flavonoid tiirleri kimyasal yapilarinin farkliliklar ile birbirinden ayrilmaktadir ve

s0z konusu yapisal farkliliklar nedeniyle viicuttaki etkileri de farkliliklar gostermektedir.
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Buttin flavonoidler 3'- 4'dihidroksi konfiglirasyonu nedeniyle antioksidan aktiviteye sahiptir.

Flavonoidler merkezde yer alan C halkasinin oksidasyon diizeyine gore adlandirilirlar (46).

2.5.1. Flavonoid Cesitleri ve Yapisal Ozellikleri

Falvonoidler,
1. Flavanol
2. Flavanon
3. Flavon
4. Isoflavon
5. Flavonol
6. Antosiyanidin seklinde gruplandirilirlar.

Yukarda belirtilen alt1 grubun kendine 6zgii yapisal farkliliklar mevcuttur. Bu yapisal

farklar nedeniyle her grubun antioksidan ve radikal siipiiriicii etkileri degisiklik

gostermektedir. Tablo 2.9’ da flavonoid gruplarinin yapisal 6zellikleri ve bulunduklar

gidalar verilmistir (46).
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Tablo 2.9. Flavonoid gruplarinin yapisal 6zellikleri ve bulunduklart gidalar

Flavonoid
Altgrubu

Flavanol

Flavanon

Flavon

isoflavon

Flavonol

Antosiyanidin

B halkasinin
C halkasi ile
baglandig:
pozisyon

C C halkasinin
halkasindaki  fonksiyonel Onemli gida
doymamishk grubu falvonoidi
(+)Katesin

(+)Gallokatesin
(-) Epikatesin
3-OH (-) Epigallokatesin
3-O-Gallat (-) Epikatesin-3-
gallat

Yok

(-) Epigallokatesin-
3-gallat
Eriodisitol
Yok 4-0Ox0 Hesperetin
Naringenin
Apigenin
2-3 cift bag 4-Ox0 )
Luteolin
Daidzein
Genistein
2-3 cift bag 4-Oxo0 Glisetin
Biosiyanin
Formomentin A
I[soramnetin
3-OH Kampferol
2-3 cift bag S
4-Ox0 Mirisetin
Kuersetin
Siyanidin
Delfinidin
1-2, 3-4 ¢ift Malvidin
3-OH o
bag Pelargonidin
Petunidin

Peonidin

Bulunan
gidalar

Gay,
kirmizi
Uzum,

pekmez,

salgam suyu

Turuncgil

suyu
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2.5.2. Flavonoid kaynaklari

Flavonoidler hemen hemen biitiin bitkilerde ve bitki bazh tiriinlerde mevcuttur. Fakat

flavonoid konsantrasyonu bitkinin olgunluguna ve isleme yontemine gore degismektedir.

Birka¢ ornek verecek olursak antosiyanin; cilek ve kirazda, flavanone; limonda, flavanol;

kirmiz1 iiziim, cay, c¢ikolatada, flavanol; meyve ve sebzelerde yliksek miktarlarda

bulunmaktadir. Tablo 2.10° da bazi sebzelerdeki flavonoid tiirleri ve goreceli miktarlar

verilmistir (46).

Tablo 2.10. Baz1 sebzelerdeki flavonoid tiirleri ve goreceli miktarlar

Flavonol Flavon
Kuersetin Apigenin
Kampferol Luteolin
Mirisetin
Isoramnetin

Kuru fasilye ). ¢

Pancar * *

Brokoli **

Lahana ). ¢ *

Havucg *

Karnabahar ). ¢ ). ¢

Salatalik *

Kara lahana 0. 0. ¢

Sogan (beyaz) m

Sogan (kirmizi) *_*_*_*

Maydanoz ) ¢ ' 606 & ¢

Turp *

Taze bezelye > ¢

Aci biber *** *

Tatli biber * ***

Patates ***

Ispanak ). ¢

Domates *

27



2.5.3. Flavonoidlerin Metabolizmasi

Flavonoidler sicak asit ve enzimlerin etkisiyle aglikon ve sekerlere yikimlanabilirler.
Insanlarda flavonoidlerin emilimi ve metabolizmasi ile ilgili farkli mekanizmalarin var
oldugu tahmin edilmektedir. Ratlardaki diyet calismalarinda flavonoidlerin ancak %20’sinin
bagirsaktan emildigi gosterilmistir. Katesinler oral alimi takiben bagirsaklardan absorbe
edilirlerken kuersetinin emiliminin glukoz konjugasyonu ile artti1 belirlenmistir. Naringin
ve hesperidinin glikozid halinde veya glikozid baglarmin kirilarak aglikonlar seklinde

absorbe edildigine dair bulgular mevcuttur.

Flavonoidlerin temel atilim mekanizmasinda iiriner sistem yer almaktadir. Vuciida
alman flavonoidler g¢esitli hidroksiaromatik asitlere doniistiirllerek Griner sistemden
atilmaktadir. Ornegin katesinlerin temel iiriner metabolitleri dimetilkatesin glukronidleri
veya sulfametil katesindir. Kuarsetinin {iriner atilimi1 viicuda alinan miktarla ve siireyle artig

gOstermektedir (46).

2.6. Oksidatif Stres Olusumu

Serbest radikaller hem normal sartlar altinda hem de patolojik herhangi bir olay
sonucunda meydana gelmektedir. Bu radikaller olusmaya basladigi andan itibaren
antioksidan savunma sistemleri devreye girerek doku hasarini azaltmaya caligirlar. Oksidatif
stres terimi en basit tabiriyle antioksidan sistemin serbest radikaller ile basa ¢ikamadigi
durum olarak agiklanabilir (47). Oksidatif strese ait en karakteristik belirte¢ lipit
peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu biyolojik membranlarda yer alan doymamis yag

asitlerinden hidrojen uzaklagmasi ile baglamaktadir (48).
Serbest radikalere ait reaksiyonlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:
1.Hidrojen ¢ikarilmasi: A+ RH — AH + R
2.Elektron transferi: X +Y — X +Y
3.Eklenme: X + RCH = CHR — XR?
4.Sonlandirma: A"+ A" — Az
5.0ran bozulmasi: CH3CH2 + CH3CH2 — CH3CH3 + CH, = CH2 (49).
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Oksidatif stresin organizmada kanser yatkinligini arttirdigi bilinmektedir. Bu etkinin
temelinde oksidatif sitresin birden fazla sistemi etkilemesi yatmaktadir. Ornegin oksidatif
stres hem DNA hasarina yol agip hem de tiimor siipresor genlerde mutasyonlara neden olarak
hiicrelerde kontrol dis1 boliinmeleri tetikleyebilir. Boylece kanser olugmasi i¢in ilk adimlar

atilmis olunur (50).

2.7. Karaciger
2.7.1. Karacigerin Kan Dolasimi ve Damarlanmasi

Karacigerin kanlanmasinda iki temel damar rol oynamaktadir. Bunlar:
1. Portal ven: Abdominal organlardan gelen oksijenden fakir, besinden zengin
kan tasinir,

2. Hepatik arter: Oksijenden zengin kan taginir.

Karaciger lobiiliinde kan akimi ¢evreden merkeze dogrudur. Oksijen ve metabolitleri
ile bagirsaklardan emilen diger maddeler 6nce lobiiliin ¢evresindeki hiicrelere, daha sonra

merkezindeki hiicrelere taginir (51).

Arteriyel Sistem: Hepatik arter dokunun i¢ kisimlarina kadar dallanir ve lobiiller arasi
arterleri meydana getirir (51). Hepatik arter, sistemik arteryel kan tasir. Karaciger
kanlanmasmin %25 ini, oksijenizasyonunun ise %30 - 50’ sini karsilar. Ayrica
gastroduedonal arterden ve inferior frenik arterden de arteryel beslenme olur (52).

Portal Ven Sistemi: Portal ven karaciger icerisinde dallanarak portal alanlarda kigik portal
veniiller olusturur. Portal veniiller dallanarak dagitici venleri olusturur. Dagitic1 venlerden
cikan giris (inlet) veniilleri, siniizoidlere ulasir. Siniizoidler 1s1nsal olarak ilerler ve birleserek
lobiiliin merkezinde santral ya da santrolobiiler veni olustururlar. Santral ven lopcuk boyunca
ilerledikge daha fazla siniizoid alir ve ¢ap1 giderek biylr. Sonra lobulu terk eder ve daha
biiyiik olan lopcuk alt1 venle birlesir. Lopguk alti venler giderek birbirlerine yaklasarak
kaynasirlar. Sonunda iki ya da daha fazla sayidaki biiyiik hepatik venler meydana gelir. Bu
venlerin hepsi vena kava inferiora agilir. Portal sistem pankreas ve dalaktan gelen kan ile

bagirsaklardan emilen kani tasir (51).
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Portal vein - — N bk Portal

Interlobular veins
(to hepatic vein)

Portal venule
Central vein

Bile duct
Portal arteriole | portal triad

Fenestrated lining
(endothelial cells)
of sinusoids
Bile canaliculi

3 Portal triad —

vein arteriole

=% Portal

Kupffer cells venule

:‘;l':"“’“‘ G ¥ Bile
'l duct
Bile in bile
canaliculus flows
into bile duct

Sekil 2.2: Karacigerin Yapisi (53).

2.7.2. Karacigerin Fizyolojisi ve Fonksiyonlari

Karacigerin, sistemleri ilgilendiren 6nemli gorevleri vardir. Karacigerin temel

gorevleri sunlardir:

Filtre fonksiyonu: Portal sistemde bagirsaklardan gelen mikroorganizmalar
hepatik siniislerde bulunan makrofajlar (kuppfer hiicreleri) araciligir ile
filtrelenmis olur. Sonug olarak kan yolu ile gelen bakteriler ortadan kaldirilir.
Metabolik  fonksiyonu:  Karaciger  karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmalarinda gorev alir. Vitamin, mineral ve glikojen gibi maddelerin
depolanmasinda gorev alir. Ayrica koagiilasyon faktorlerinin sentezinde de
gorevlidir (54).

Detoksifikasyon fonksiyonu: Hidrofilik olmamalar1 nedeniyle bdbrekten
atilamayan zararli tirinler hepatositlerde oksidasyon ve konjugasyon yolu ile
zararsizlastirilir. Bunun i¢in gerekli enzimler agraniiler endoplazma retikulum

membranlarinda vardir.
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e Kolesterol ve yag metabolizmasi: Kolesterol, safra tuzlarinin olusmasinda ve
VLDL sentezinde kullanilir.

e Ure sentezi: Ure, protein ve niikleik asitlerin ytkim1 sonucu amonyumdan olusan
bir maddedir.

e Plazma proteinlerinin sentezi ve endokrin sekresyonu: Glikoproteinler, albumin,
lipoproteinler, protrombin, fibrinojen ve non-immun globulinler hepatositlerde
uretilirler.

e Pek c¢ok hormonun modifikasyonu: Tiroksin, blyime hormonu, insulin,
glukagon gibi hormonlarin modifikasyonunun yapildig: yerdir.

e D vitamini metabolizmasi.

e Safra yapimi ve ekzokrin sekresyonu: Safra, bagirsaklarda absorbsiyona yardimci
olmak tizere ¢esitli maddeler igerir. Safra; su ve elektrolitler, safra tuzlar ve safra
pigmentlerinden olusur. Safra tuzlar bagirsaklarda lipidleri emulsiyon haline

getirerek, kolesterol ve lipidleri solusyon halinde tutan maddelerdir (55).

2.8. Kullanilan Parametreler ile Tlgili Genel Bilgiler
2.8.1. IL-1B

Interlokin-1 (IL-1)' in en dnemli kaynagi makrofajlardir ve rol oynadiklar1 temel
mekanizma immunolojik ve yangisal cevabin olusmasidir. makrofajlardan bagka endotel, diiz
kas hucreleri ve fibroblastlar da IL-1 salgilamaktadirlar. IL-1 immunolojik yanit1 T ve B
lenfositlerin degisik agilardan gelismesini, adhezyonunu, fonksiyonel aktivasyonunu, timik
T ve B hicre prekirsorlerinin olgunlagmasini saglayarak ayni zamanda lenfokin ve lenfokin
reseptorlerin  sentezini arttirarak meydana getirmektedir. Ayrica arasidonik asit
metabolizmasinin uyarilmasini, hepatositlerdeki akut faz proteinlerinin sentezini ve IL-2’nin

artisin1 saglamaktadir (56).
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2.8.2. 8-OHdG

Hasarli DNA’nin replikasyonu, genetik mutasyon veya apopitoza sebep oldugu icin
oksidatif DNA hasar1 oldukga tehlikelidir. DNA tamir sistemleri hasarli bazlar1 zincirden
cikartip yerine yeni bazlari ekleyebilirler. Zincirden ¢ikarilmis hasarli bazlar kan akimina
dahil olur ve metabolize edilmeden idrarla viicudu terk ederler.

Yiiksek reaktiviteye sahip olan hidroksil radikali DNA hasar1 olusumuna en fazla
katida bulunan radikal olarak diisiiniilebilir. Ancak sahip oldugu yliksek reaktivite nedeniyle
hidroksil radikali, ancak kisa mesafeler kat edip organik bilesiklerle reksiyona girerler. Bu
nedenle hidroksil radikali ancak DNA’ya yakin bolgelerde olustugunda zarar verebilir.
Hidroksil radikalinin aksine hidrojen peroksit daha uzun mesafeler kat edebilir ve biyolojik
membranlardan gegerek DNA’ya ulasabilir. Hidrojen peroksit Fenton reaksiyonu sonucu
hidroksil radikali olusturur ve béylece DNA’ya zarar verebilir.

Guanin bazinin oksidasyona en kolay ugrayan baz olmasiin temel sebebi diger
bazlar i¢inde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip olmasidir. Hidroksil radikalinin C-8
pozisyonundaki ¢ift bagla reaksiyona girmesi sonucu 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) olusmaktadir. 8-OHdG, insanlarda en fazla bulunan oksidatif DNA hasar1 tamir
triiniidiir ve oldukga stabil olan bu frin oksidatif DNA hasarinin gosterilmesinde
kullanilmaktadir (57). Ayrica guanin bazinin oksidasyonu ile birlikte oldukga ciddi sonuglara

yol agabilecek G:C = T: A baz degisim mutasyonlari meydana gelebilir (58).

0
i H N\
J\ ‘ >—OH
HNT Sy ic
HOH.C o
OH OH

Sekil 2.3. 8-OHdG Olusumu.
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8-OHdG’nin kan plazmasi ve idrara salinmasi iki mekanizma ile miimkiindiir.
Birincisi, olusan 8-hidroksi-2’deoksiguanozin tri-fosfat enzimatik olarak 8-hidroksi-
2’deoksiguanozin mono-fosfat (8-OHdGMP)’a yikimlanir. 8-OHdGMP’nin yikimlanmasi
ile 8-OHG serbest kalarak kana ve kandan idrara aktarilir. ikinci mekanizmada ise niikleotid
¢ikarma tamir sistemi rol oynamaktadir. Bu sistemde oksidatif hasarli bazlar1 igeren biitiin
bir zincir parcast kesilip ¢ikartilmakta ve yerine karsi zincir bazlarina goére yeni zincir
sentezlenmektedir (59). Butlin bir zincirin ¢ikarilmasi yerine hasarli bazin ¢ikarildigi baz
c¢ikarma tamir sisteminde ise 8-oksoguanin DNA glikozilaz 1 enzimi temel roli
ustlenmektedir (60).

Alzheimer, artrit, aterosikleroz, katarakt, osteoporoz, Tip Il diyabet, depresyon ve
kalp yetmezligi gibi klinik durumlarda 8-OHdG seviyelerinde anlamli degisikler meydana
geldigi bildirilmistir (61, 59, 57).

2.8.3. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak diizeyde
olustuklarinda organizmada ¢esitli bozukluklara yol agarlar. Oksijen radikallerinin ilk hedefi
poliansature yag asitleri (PUFA)’dir. PUFAnin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinmektedir. Serbest radikal kaynaklar1 plazma membrani ve hiicre i¢i organellerde lipid
peroksidasyonunu tetikler. Lipid peroksidasyon reaksiyonlari ortamdaki Fe ve Cu gibi
transizyonel metallerin varliginda katalizlenebilir. Bu zincirleme reaksiyon tiim yeni olusan

serbest radikaller tikeninceye kadar devam eder (62-66).

Lipid peroksidasyonu li¢ asamada gerceklesmektedir:

1. Baslangi¢c basamagi: Hiz kisitlayici basamak olup organizmada olusan oksijen
kaynakli radikallerin membran yapisindaki PUFA’ya ait metilen (-CH2-) grubundaki
hidrojen atomunu koparmasi ile lipid peroksidasyonu baslar. Yag asidinde mevcut olan ¢ift

C-H bag zayiflatilarak H" atomunun uzaklagtirilmasi kolaylastirilmaktadir (63, 67-69).

Ilk hidrojen atomunu kopartacak reaktivitedeki radikaller, hidroksil (OH), alkoksil
(RO), peroksil (ROO) ve hidroperoksil (H20.) radikalleridir. Stiperoksit anyonu ve hidrojen

peroksid daha az reaktif olduklarindan bu reaksiyonu baslatamamaktadir. Bir H atomunun
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uzaklagmasi ile PUFA ’nin karbon zinciri doymamus lipid radikali (R") haline gelir (70, 67,
63, 65).

RH+ OH—— H0+R

2. Tlerleme basamagi: Lipid radikali kararsiz oldugundan dien konjugasyonu ile
baglarin yeri degisir ve dien konjugati olusur. Olusan dien konjugati oksijenle reaksiyona

girerek lipid peroksil radikalini olusturur (63, 67, 68, 69).
R+ Oy —  ROO

Olusan lipid peroksil radikali diger PUFA’inden hidrojen atomu kopararak lipid
hidroperoksidi ve yeni lipid radikalini olustururlar. Yani yeni zincir tepkimeleriyle bu

doniistim defalarca tekrarlanarak lipid hidroperoksitlere dontistir (63, 67,68).
ROO- + RH——» R+ ROOH

Reaksiyonun uzamast membrandaki lipid/protein oranina baglhidir. Olusan
hidroperoksitler fizyolojik kosullarda kararlidirlar. Fakat perhidroksil radikali, siiperoksit
anyonu, gecis metal iyonlarn veya metal kompleksleri ile karsilastiklarinda

parcalanabilmektedirler (62, 63, 69).
NADH + Fe®" + Ferritin ———— NAD" + Fe?* + Ferritin

Rediikte metal iyonlar1 (Fe 2 ve Cu®) lipid hidroperoksidi ile reaksiyon vererek lipid

alkoksil radikalini (RO"), okside metal iyonlari ise (Fe** ve Cu 2*) alkoksil ve peroksil (ROO)

(ROO', lipid aldehit, alkil radikaller vb.) radikallerini olusturmaktadir (63, 66, 67).
ROOH + Fe*? —— Fe™+ OH + RO

ROOH + Fe** —— Fe*?+ H* + ROO
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ROOH+ 02 —— > 02+ '0OH + RO’

Serbest radikallerin tiroid hastaliklarinin patogenezinde ve hastaligin ilerleyen

sathalarinda gozlenen komplikasyonlardan sorumlu oldugu bildirilmistir (71).

3. Sonlanma basamagi: Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlari, iki lipid peroksid
radikali birbiriyle etkilesinceye (annihilasyon) kadar devam etmektedir. Sonug itibariyle

endo peroksid (ROOR) olusmaktadir (Sekil 2.4) (63, 67, 69, 72).

RO+ RO, —  ROOR + O

IDDoymamiag vag asidi A—A A—F

4 e Hidrojon cikisi

A= AN/

Molekill igi duzenleme

e Konjuge dien

V \__.A_, TPerokst radikal olusumu

V—\__A—I Hidroperoksid: aldehitler ve

polimericasyon Granleri

I=(Qw(=

Sekil 2.4. Bir poliansatiire yag asidinin (PUFA) peroksidasyonu (67).

Lipid peroksidasyonu, karbon baglarinin kopmasi ile aldehid yapisindaki yikim
tirtinlerinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Olusan 4-hidroksinonenal ve malondialdehit
lipid aldehitleri (MDA) hiicrenin farkli kisimlarina diffiiz olabildiklerinden hasarin boyutunu
attirabilirler. MDA protein tiyolleri ile reaksiyona girer. Lipid ve proteinler arasinda ¢apraz
kopriiler olusturarak hasara yol agar. Bunun sonucunda deformasyon, iyon transportu, enzim

aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini
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degistirir. Bu etkiler MDA’ nin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu aciklar.
Malondialdehit miktarinin artmasi hasarin gostergesidir (66, 67, 69).

Aktif bir bilesik olan 4-hidroksinonenal ise trombosit agregasyonunu ve aktif adenilat
siklazi inhibe eder (66, 67, 73).

2.8.4. GSH

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Hiicrede en fazla tiyol iceren yapidir.

GSH’1n molekiiler yapis1 Sekil 2.5.” da gosterilmistir.

|
N \)J\
HO Iy OH

Hz H .

Sekil 2.5. GSH’1n molekiiler yapisi (74).

GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N-asetilsisteindir. Glutaminin
glutaminaz ile hidrolizi glutamatin bir kaynagini olustururken, diger kaynagimi ise o-
ketoglutarat ile dall1 zincirli aminoasitlerin transaminasyonu olusturur. GSH’daki glutatyon
radikali (GS") bir prooksidandir. Iki GS birleserek okside glutatyonu (GSSG) olustururlar ve
GSH rediiktaz tarafindan GSH’ya indirgenirler.

GSH dogrudan veya dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerini temizler. Hicresel

oksidasyon-rediiksiyonda 6nemli rol oynayan tiyol proteinleriyle etkilesir (75).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Ratlarin Temini

Bu ¢alismada kullanilan Wistar albino tiirii 84 adet (42 adet disi ve 42 adet erkek) rat,
Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
Calisma siiresince Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu esaslarma uyuldu. 18
haftalik 205413 gram agirliginda disi ve erkek siganlar deney giiniine kadar standart barinma
kafeslerinde tutuldu. Deney boyunca igme sulari giinlik degistirildi ve standart kafes
temizligi yapildi. Ratlar 24-27 C° oda sicakliginda, iyi havalandirilan ve 12ser saatlik
karanlik/aydinlik 1siklandirmasina sahip odalarda barindirildilar. Disi ve erkek ratlar ayri
kafeslerde tutuldu ve kendi aralarinda 6 gruba ayrildi. Istatiksel anlamliligin saglanmasi
amaciyla gruplar, her grupta 7 rat olacak sekilde tasarlandi. Yem aliminin homojen olmasinin
istenilmesi sebebiyle her gruptaki ratlar bir kafeste en fazla iki rat olacak seklide dagitildu.

Deney boyunca yanlizca kontrol gruplari ticari pellet yemle beslendi.

3.2. Deney Gruplar

Deney gruplari agagida belirtildigi sekilde diizenlendi:

1.Grup: Kontrol Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): Bu gruptaki ratlar ticari pellet
yemlerle beslendi. 12.hafta icerisinde kanlar1 ve karaciger dokular alinarak sakrifiye edildi.

2.Grup: Giin Kurusu Kayis1 Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): %10 oraninda giin
kurusu kayist ile hazirlanmis olan yemler adlibutum olarak verildi. 12.hafta igerisinde kanlar1
ve karaciger dokular1 alinarak sakrifiye edildi.

3. Grup: 1000 ppm Kiikiirtlii Kayis1 Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): %10 oraninda
1000 ppm kiikiirt igeren kayisi ile hazirlanmis olan yemler adlibutum olarak verildi. 12.hafta
igerisinde kanlar1 ve karaciger dokular1 alinarak sakrifiye edildi.

4. Grup: 2000 ppm Kiikiirtlii Kayis1 Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): %10 oraninda
2000 ppm kiikiirt iceren kayisi ile hazirlanmis olan yemler adlibutum olarak verildi. 12.hafta

igerisinde kanlar1 ve karaciger dokular1 alinarak sakrifiye edildi.
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5. Grup: 3000 ppm Kiikiirtlii Kayis1 Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): %10 oraninda
3000 ppm kiikiirt i¢eren kayisi ile hazirlanmis olan yemler adlibutum olarak verildi. 12.hafta
igerisinde kanlar1 ve karaciger dokulari alinarak sakrifiye edildi.

6. Grup: 4000 ppm Kiikiirtlii Kayis1 Grubu (n=14; 7 erkek, 7 disi): %10 oraninda
4000 ppm kiikiirt iceren kayisi ile hazirlanmis olan yemler adlibutum olarak verildi. 12.hafta

icerisinde kanlar1 ve karaciger dokular1 alinarak sakrifiye edildi.

3.3. Kiikiirt Oram Belirli Kayisilarin Elde Edilmesi

Kayisilardaki kiikiirt miktarlar1 TS 8131 standardina gore belirlendi.

Deneyin yapihsi: Ug boyunlu balona 150 ml saf su konuldu ve olusturulan
diizenekten 15 dk boyunca 30 kabarcik/dk akis hizinda azot gazi gecirildi. D tiplne 10 ml
%3’liik hidrojenperoksit konuldu. Ogiitiilen drnekten Sgr, tartildi ve {ic boyunlu balonun
icine konuldu. Ornegin iizerine 130 ml saf su ve 40 ml %15’lik HCI konuldu ve kapag1
kapatildi. Sogutucu suyu agildi ve balon altindaki 1sitic1 ¢alistirildi. Kaynama bagladiktan
sonra yaklagik 1 saat kaynatildi. Bu siirenin sonunda D tiipii 200ml saf su ile bir erlene
yikand1. Uzerine 3 damla brom fenol mavisi eklendi ve 0,1 N NaOH ile renk saridan mavi
menekse rengine donene kadar titre edildi.

Hesaplama:

SO2 (ppm) = 3200*(Vnaor)/m formiilii ile kuru kayisinin igerdigi kiikiirt miktar1 bulundu.
VNaoH: Harcanan NaOH miktar1
m: Tartilan kayis1 numunesinin miktari

ppm: mgSO./kg kuru kayis1 olarak kayisida kiikiirt orani

3.4. Giin Kurusu Kayisi ve Kiikiirtlii Kayis1 iceren Yemlerin Hazirlanmasi

Deney boyunca giin kurusu ve kiikiirtlii kayisilar yeme %10 oraninda karigtirildi.
Hazirlanan yemlerin beklemeye bagli olarak kiikiirt oranlarimin azalmasini minimuma
indirmek amaciyla yemler her defasinda 3 kg olacak sekilde hazirlandi. Bu amagla 6nceden
ogiitiilmiis ve +4 C°’de muhafaza edilmis kayisilardan 300 g tartilip iizerine toplam agirlik 3
kg olana kadar (yaklasik 2700 g) toz yem eklendi. Bir miktar su ilavesi ile karisim iyice

homojenize olana kadar yogruldu ve pellet makinesi yardimi ile tekrar pellet haline getirildi.
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Makineden ¢ikan yas pelletler kurumasi amaciyla kartonlar {izerine tek sira halinde serildi ve

hava akiminin kuvvetli oldugu serin odalarda kurumaya birakildi.

3.5. Kan ve Karaciger Dokularinin Elde Edilmesi ve Analizlere Hazirlanmasi

Calismanin 12. Haftasinda ratlar genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Bunun i¢in
ratlara 5 mg/kg xylasine ve 50 mg/ kg ketamin intravendz uygulanarak genel anestezi
saglandi. Ratlarin karin derisi ve deri alt1 dokular1 bistiiri ile agildi. Barsaklar digar1 alinarak
vena cava inferior’dan 5 ml’ lik enjektorlerle kan 6rnekleri alindi. Kan alinan enjektorlerin
igne ucu cikartilarak kanlar biyokimya tiiplerine bosaltildi. Tiipler sogutmali santrufiijde
3000 rpm’ de 10 dakika santruftj edildi. Elde edilen serumlar eppendorf tiplerine kiigik
porsiyonlar halinde bolundu ve -80 C° derin dondurucuda laboratuar analizlerinin yapilacagi
giine kadar muhafaza edildi. Ratlardan alinan karaciger dokusunun bir parcasi histolojik
inceleme igin % 10’ luk formaldehid igerisinde fikse edilerek saklandi. Karaciger dokusunun
geriye kalan parcasi ise ikiye ayrilarak grup numaralar belirtilmis aliminyum folyoya
sartlarak plastik posetlere konuldu. Doku numuneleri -80 C° derin dondurucuda

homojenizasyon yapilacag giine kadar saklandi.

3.5.1. Doku Homojenizasyonu ve Tamponlari

Derin dondurucudan ¢ikartilan dokularin aktive kaybini1 en aza indirmek amaciyla
homojenizasyon islemi boyunca buz iizerinde ¢alisildi. Alinan dokular yaklagik 200 mg
agirh@inda kiigiik parcalara ayrildi. Tartilan dokular, i¢i buz dolu tasima kaplarina
yerlestirilmis ve numaralandirilmig cam tiiplere birakildi. Doku birakilan tiiplerin her birine
sirayla 1ml Tris-HCI tamponu eklenerek homojenizatorle 16000 devir/dakika hizda 2 dakika
homojenize edildi. Sonra 1ml daha Tris-HCI tamponu eklendi 1 dakika daha homojenize
edildi. Bu islem her bir tiip i¢in ayr1 ayr1 uygulandi. Homojenizasyon islemi bittikten sonra
bitiin tapler 4000 rpm de +4°C 10 dakika santrifuj edildi. Santrifijden sonra olusan
stipernatantlar eppendorf tuplerine porsiyonlanarak biyokimyasal parametrelerin élgtimi igin
kullanildi.
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Tris-HCI Tamponu:

0,2 M Tris (A): 24,23 g Tris alinip bir miktar distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra

toplam hacim distile su ile 1 L’ ye tamamlandi.

0,1 N HCI (B): 8,3 ml HCI alinip igerisinde bir miktar distile su bulunan balon joje
icerisine eklendi. HCI eklenmesi esnasinda balonjoje musluk suyu altinda sogutuldu. Daha
sonra son hacim distile su ile 1 L’ ye tamamlanda.

Doku Ornekleri uygun oranlarda karistirilarak elde edilen 50Mm Tris-HCI (Ph:7.4)
tamponda buz igerisinde, sogukta 16.000 devir/ dakika hizda 3 dakika homojenize edilmistir.
Homejenatlarin geri kalan kismi, sogutmali santrifiijde +4 °C’ de 15 dakika sureyle 3500
rpm’de santrifiij edilerek elde edilerek siipernatan elde edilmistir. Elde edilen stipernatantlar

eppendorf tiiplerine porsiyonlanarak -80 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.6. Serum ve Karaciger Doku Homojenatinda TAS, TOS, OSI, IL-1B, 8-
OHdG, MDA ve GSH Analizleri

3.6.1. Total Oksidan Status (TOS) Aktivitesi Tayini

Serum ve karaciger dokusu TOS aktivitesi Total Oksidan Status kiti (Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak c¢alisildi.

Olgiimun prensibi: Ornek iginde bulunan oksidanlar ferrdz iyon selator
komplekslerini ferrik iyonlara ¢evirir. Olusan ferik iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir
kompleks olusturur ve olusan bu kompleks orneklerdeki oksidan miktarryla dogru orantili
olarak 530 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgulir.

Olgiim standardi olarak iiretilmis kitte mevcut olan 20 pmol H20, Equiv./L solusyonu
kullanildi.

Sonuglar pmol H202 Equiv./L olarak ifade edildi.

Reaktifler:
Ayrac 1 (Tampon sollisyonu) 50 ml
Ayragc 2 ( Substrat sollisyonu ) 10 ml

Standart (Stabilize Standart Solisyon) : 5 ml. 20 pumol H20> Equiv./L

konsantrasyona sahip.
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Ol¢iimiin Yapihs::
1. 250 pl Ayrag 1 biitiin kuyucuklara eklendi. Standart kuyucuguna 37 pl standart, numune
kuyucuklaria 37 pl numune eklendi. 530 nm’ de ilk okuma yapildi.
2. BUtun kuyucuklara 12 pl Ayrag 2 eklendi ve oda sicakliginda 10 dk. ¢alkalanarak inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 530 nm’ de ikinci okuma yapild1 ve sonuglar hesapland.
Sonuclarin hesaplanmasi:
Sonug¢= (AAbs numune / AAbs standart 2) X Standart 2’nin Konsatrasyonu (20 pmol H20>
Equiv./L)
ANumune absorbans: (Numunenin 2. absorbansi- Numunenin 1. absorbans1)
AStandart 2 absorbans: (Standart 2’ nin 2. absorbansi - Standart 2’ nin 1. absorbanst)
Standart 2 deger: 20 umol H2O2 Equiv./L

3.6.2. Total Antioksidan Status (TAS) Aktivitesi Tayini

Serum ve karaciger dokusu TOS aktivitesi Total Oksidan Status kiti (Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak c¢alisildi.

Olgumiin prensibi: Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik
radikalini reduklemesi sonucu renkli radikalin dekolorize olmasi esasina dayanir. Bu
dekolorizasyon ornekteki antioksidan molekiillerin konsantrasyonlari ile dogru orantilidir.

Standart olarak kit i¢erisinde bulunan ve E vitamininin suda ¢dziiniir bir analogu olan
Trolox kullanild.

Sonuglar, mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi.

Reaktifler:

Ayrag 1 (Buffer Sollsyonu): 1x 50 ml

Ayrac 2 (ABTS Radikal Soliisyonu): 1x 10 ml

Standart 1 (Blank ): Kitte mevcut degildir. Deiyonize su kullanilir.

Standart 2: (1.0 mmol Trolox E Equiv./L) Soliisyon 1x 5 ml
Ol¢iimiin Yapihs::

1. 250 pl Ayrag 1 biitiin kuyucuklara eklendi. Standart kuyucuguna 15 pl standart,

numune kuyucuklarina 15 pl numune eklendi. 660 nm’ de ilk okuma yapildi.
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2. BUtun kuyucuklara 37 pl Ayrag 2 eklendi ve oda sicakliginda 10 dk. ¢alkalanarak
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 660 nm’ de ikinci okuma yapildi ve sonuglar hesapland.

Sonuclarin hesaplanmasi:

Sonug = [ (AAbs Std1) - AAbs Numune) |/ [ (AAbs Stdl) - (AAbs Std2) ]

A Absorbans Standart 1: (Std 1’ in ikinci absorbansi - Std 1’ in birinci absorbansi)
A Absorbans Standart 2: (Std 2’ nin ikinci absorbansi - Std 2’ nin birinci absorbansi)

A Numune Absorbans = (Numunenin ikinci absorbansi - Numunenin birinci absorbansi)

3.6.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Oksidan Seviye (TOS) / Total Antioksidan Seviye (TAS) boltnerek Oksidatif
Stres indeksi (OSI) hesaplandi. OSI birimi, AU (Arbitrary Unit) olarak ifade edildi.

Oksidatif stres indeksini (OSI) hesaplamak icin:

OSI =TOS /(TAS*100) formiilii kullanilds.

3.6.4. IL-1p SeviyesiTayini

IL-1B aktivitesi ticari Rat IL-1p ELISA Kit (SunRed) kullanilarak, ¢ift antikor
sandvig¢ enzim isaretli sistemle (ELISA) Biotek ELx800 cihazinda ¢alisildi.

Ol¢iimiin yapilmasi: Rat IL-1p monoklonal antikorlarla kaplanmis kuyucuklara 40
pl numune, 10 pl biyotinle isaretli IL-1p antikoru ve 50 pl Streptavidin-HRP solisyonu
eklenerek 37 °C’de bir saat inkibe edildi. inkiibasyondan sonra baglanmayan bilesenlerin
ortamdan uzaklastirmak amaciyla kuyucuklar yikama soliisyonu ile ii¢ kere yikandi. Yikama
isleminden sonra 6nce 50 pl Kromojen A solusyonu ve daha sonra 50 pl Kromojen B
soltisyonu eklenerek 37 °C’de 10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 50
ul Stop soliisyonu eklendi. Stop sollisyonoundaki asit sayesinde kuyucuklardaki mavi renk
sartya doniistii. Olusan sar1 rengin optik dansitesi 450 nm’de O6l¢iildii ve numunelerde

bulunan IL-1B konsantrasyonlar1 pg/L olarak belirlendi.
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3.6.5. 8-OHdG Tayini

8-OHdG aktivitesi hazir ticari Rat 8-OHdG ELISA Kit (SunRed) kullanilarak, ¢ift
antikor sandvig enzim isaretli sistemle (ELISA) Biotek ELx800 cihazinda ¢alisildi.

Ol¢iimiin Yapilmasi: Rat 8-OHdG monoklonal antikorlarla kaplanmis kuyucuklara
40 pl numune, 10 pl biyotinle isaretli 8-OHAG antikoru ve 50 ul Streptavidin-HRP soltisyonu
eklenerek 37 °C’de bir saat inkibe edildi. inkiibasyondan sonra baglanmayan bilesenlerin
ortamdan uzaklastirmak amaciyla kuyucuklar yikama soliisyonu ile ii¢ kere yikandi. Yikama
isleminden sonra 6nce 50 pl Kromojen A solusyonu ve daha sonra 50 pl Kromojen B
soliisyonu eklenerek 37 °C’de 10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 50
ul Stop soliisyonu eklendi. Stop sollisyonoundaki asit sayesinde kuyucuklardaki mavi renk
sartya doniistii. Olusan sar1 rengin optik dansitesi 450 nm’de Olc¢uldi ve numunelerde

bulunan 8-OHdG konsantrasyonlar1 ng/mL olarak belirlendi.

3.6.6. MDA Analizi

Lipid peroksidasyonu uriinii olan MDA’in 6l¢imi Uchiyama ve Mihara yontemi (76)
ile bakilmistir. Yontem kisaca numuneler igerisindeki MDA’nin TBA ile 95°C’deki
reaksiyonu sonucu olugan pembe-kirmizi rengin absorbansinin spektrofotometrik olarak
degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan rengin siddeti ortamdaki MDA miktar1 ile
orantili olarak artmaktadir. Ortamdaki n — butanole ekstrakt olusturarak gegen serum MDA

diizeyi spektrometrede 532 nm’de Olclilmiistiir.

a. Kullanilan Reaktifler:

29 mmol/L TBA c¢ozeltisi: 418 mg TBA 75 mmol NaH2PO4 2H-0 ¢ozeltisinde (1.170
gr tartilip distile su ile 80 ml’ye tamamlanmistir.) pH’1 0,1N HCI ile 2.8’¢ ayarlanmis ve

hacmi daha sonra 100 ml’ye tamamlanmuistir.
% 1,5 KCI ¢ozeltisi: 1.5gr KCl tartilip 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

% 1 H3POs4 ¢ozeltisi: 11.8 ml %85’lik HsPO4’den alinip 1000 ml’ye distile su ile

tamamlanmustir.
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Standartlar :

20 mmol/L stok standart solisyonu hazirlamak tizere 329 nul 1,1,3,3

tetrametoksipropane etanolle 100 ml’ye tamamlanmustir. Bu ¢ozelti + 4 °C’de 1 ay stabildir.

Standart 6l¢timii i¢cin 20 mmol/L stok standart soliisyonundan sirasiyla 10; 8; 6; 4; 2; 1;
0.5 umol/L’lik seri dilusyonlar hazirlanmistir. Numunelere uygulanan iglemlerin aynisi

standartlara da uygulanmistir.
b. Deneyin Yapihisi
Malondialdehit deney protokolu Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Malondialdehit deney protokolii

Numune Standart Kor
Distile Su - - 500 pl
Numune(Plazma) 250 pl - -
Standart - 500 pl -
KClI 250 pl - -
H3PO4 3ml 3ml 3ml
TBA soliisyonu 1mil 1mil 1ml

Deney tiipleri 5 sn vortekslenmistir. 100°C’de su banyosunda 45 dk inkibasyondan
sonra buz banyosunda sogutulmustur. Numunelerin her birine 4 ml n-bitanol ilave edildikten
sonra en yiiksek devirde yaklasik 5 dk vorteks yapilmis daha sonra tiipler 4000 rpm’de 10 dk

santrifiij edilerek iistte olusan faz spektrofotometrede 532 nm’de okunmustur.

c. Malondialdehit Aktivitesinin Hesaplanmasi: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

standartlar, numunelerle ayni sartlarda calisilmis ve standart grafigi cizilmistir. Numune
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absorbanslar1 sulandirma faktorii olan 10 ile garpildiktan sonra standart grafiginden elde

faktorle de ¢arpilarak MDA miktari nmol/L olarak hesaplanmistir.

0,25
y = 0,018x + 0,0Qy
0.2 R%2=0,9712
0.15 / —e—Seri 1
Dogrusal
0.1 (Seri 1)
0,05
O T T T T T T
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Sekil 3.1. MDA standart grafigi

3.6.7. GSH Analizi

Calismada glutatyon tayini Fairbanks ve Klee nin gelistirdigi yonteme gore yapildi
(77). Yontem kisaca numuneler igerisindeki glutatyonda bulunan siilfidril gruplarinin Elman

aytract ile reaksiyonu sonucu olusan sar1 renkli iirliniin absorbansinin spektrofotometrik

olarak degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir.

a. Kullanilan Reaktifler:

Triklorasetik asit (CIsCCOOH) (% 10’luk): 27.25g TCA tartilarak 250 ml distile
su igerisinde ¢Ozuldu.

Sodyum Hidrojen fosfat (NazHPOa4) Cozeltisi (0.3M): 21.8g Na,HPOj4 tartilip 200
ml distile suda ¢6zldi.
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Trisodyum Sitrat (CsHsNa3O7.2H20) Cozeltisi (% 1): 300 mg sodyum sitrat alinip

30 ml distile suda ¢ozuldu.

DTNB Reagent(C14HsN20sS2) Cozeltisi: 12 mg DTNB reagent tartilip hazirlanan

trisodyum sitrat ¢Ozeltisi igcinde ¢ozuldi.
Standartlar
1000 umol GSH stok Cozeltisi: 31 mg GSH 100 ml distile suda ¢6zuldu.

Standart 6l¢timii icin 1000 umol stok standart soliisyonundan sirasiyla 500; 100; 50;
25; umol/L’lik seri dilusyonlar hazirlandi. Numunelere uygulanan islemlerin aynisi

standartlara da uygulandi.
b. Deneyin Yapihisi

0.5 ml numune tzerine 0.9 ml TCA ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerin altindaki pellet hareket ettirilmeden stipernatantlar

yeni tiiplere alindi. Bu agsamadan sonraki deney protokolii Tablo 3.2 de verilmistir.

Tablo 3.2. Glutatyon deney protokoli

KOR STD Numune
Distile su 0.5ml - -
Numune (Supernatant) - - 0.5ml
Standart - 0.5ml -
0,3M Na2HPO4 4 mi 4 ml 4ml
DTNB reagent 0.5ml 0.5ml 0.5ml

Tiipler karistirildiktan sonra agizlar1 kapatilip 10 dk karanlikta bekletildikten sonra

spektrofotometrede 410 nm’de kore karst okumasi yapildi.
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c. GSH Aktivitesinin Hesaplanmasi: Numune absorbanslaristandart grafiginden elde

faktorle de ¢arpilarak GSH aktivitesi umol/l olarak hesaplandi.

1,8
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y = 0,3196x + 0,4095 _*
R? = 0,9901

Sekil 3.2. GSH Standart grafigi

3.7. Karaciger Dokusunun Histolojik Analizleri

Histolojik inceleme igin karaciger dokusu 6rnekleri % 10’luk formaldehit ile 48 saat
siireyle oda 1sinda tespit edildi. Tespit islemi sonrasinda karaciger doku Ornekleri artan
derecelerde etanol serilerinden (%50-%99) gecirilerek dehidratasyon, xylen serilerinden
gecirilerek seffaflandirma yapildi. Daha sonra 62 °C erimis parafin infiltrasyonunun ardindan
doku oOrnekleri parafin bloklara gémuldi. Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 6 um
kalinligindaki kesitler lamlar {izerine alindi1. Karaciger kesitleri hematoksilen — eozin (H-E)
ile boyandiktan sonra Nikon Optiphot-2 151k mikroskobu, Nikon DS-Fi2 kamerave Nikon
DS-L3 gorunti analiz sisteminde (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek

fotograflar ¢ekildi.

Karaciger kesitlerindeki histopatolojik degisiklikler; periportal inflamasyon,
konjesyon ve hepatosit hasar1 (piknotik nukleus, nukleus kromatolizisi, hepatosit nekrozu)
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(0; yok, 1; hafif, 2; orta dercede, 3; siddetli-yaygin), 0 ile 3 arasinda maksimum toplam skor
9 olacak sekilde skorlandi.

3.8. Verilerin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan bu deneysel calismada kiikiirt oranlar1 farkli kuru kayisilar ve giin kurusu
kayisi ile beslenen Wistar albino cinsi erkek ve disi ratlarin serum ve karaciger dokularinda
TAS, TOS, OSI, IL-1B ve 8-OHdG diizeyleri arastirildi.

Istatistiki anlamda verilerin degerlendirilebilmesi icin oncelikle verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi ve normal dagilimin
mevcut olmadigi gézlemlendi. Bu durumda kullanilacak testler non-parametrik testler olarak
belirlendi.

Verilerin 6zetlenmesi i¢in tanimlayici 6l¢ii olarak ortanca, minumum ve maksimum
degerler kullanildi. Grup karsilagtirmalarinda Kruskal Walis varyans analizi, gruplar arasinda
ikili karsilagtirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Tim testlerde anlamlilik

duzeyi 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1. Serum ve Doku TAS Seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu TAS sonuglar1 Tablo 4.1’ de ve Sekil 4.1’ de gosterilmis. En
yiiksek serum TAS degeri Giin Kurusu grubunda elde edilirken karaciger dokusu en yiiksek
TAS degeri 3000 ppm grubunda goézlemlenmistir. En diisiik degerler ise serum
numunelerinde 3000 ppm grubundan, doku numunelerinde ise Gln Kurusu grubundan elde

edilmistir.

Gruplar aras1 karsilagtirmalar sonucunda serum numunelerinde Giin Kurusu grubu
TAS seviyesi, Kontrol ve 3000 ppm grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunurken; 3000
ppm grubu TAS seviyesinin, 1000 ppm ve 2000 ppm gruplarina kiyasla anlamli derecede
azaldig1 gozlemlenmistir. Karaciger dokusu sonuglarinda ise 4000 ppm grubundaki ve Giin
Kurusu grubunda meydana gelen TAS seviyesindeki azalma istatiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku TAS sonuglari

SERUM DOKU
TAS (mmol ) o ) TAS (mmol ) o )
n | Median | Minimum | Maksimum p n | Median | Minimum | Maksimum p
Trolox/L) Trolox/L)

Kontrol 14| 3.71 0.53 5.66 0.007 Kontrol 14 | 14.615 12.07 22.1 0.654
1000 ppm 14| 3.60 2.35 5.08 0.006 | 1000 ppm | 14 | 16.145 11.39 22.95 0.749
2000 ppm 14| 3.38 2.83 3.69 0.442 | 2000 ppm |13 | 13.31 8.22 20.68 0.775

3000 ppmP¢ | 14| 3.24 2.83 5.56 0.125| 3000 ppm | 14| 17.085 10.88 22.27 0.565
4000 ppm 14| 3.83 2.54 4.75 0.898 | 4000 ppm™ | 14 | 15.805 11.16 26.74 0.084
Giin kurusu®® | 14| 3% 245 729 10,609 ku?LLstnuW 14| 160351 9.24 3184 1 0655

0<0,05, kontrole gore;’p<0,05, 1000 ppm grubuna gore;*p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;“p<0,05, 3000 ppm grubuna goére

“p<0,05, 3000 ppm grubuna gore
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu TAS sonuglarinin karsilastirilmasi.

p<0,05, kontrole gore; °p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; °p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;
90<0,05, 3000 ppm grubuna gére; “p<0,05, 3000 ppm grubuna gore

4.1.2. Serum ve Doku TOS Seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu TOS sonuglar1 Tablo 4.2° de ve Sekil 4.2° de gosterilmis. Elde
edilen sonuglara gore karaciger dokusu en yiiksek TOS seviyesi 3000 ppm grubu en diisiik
TOS seviyesi 2000 ppm grubunda gézlemlenmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda serum

ve doku TOS seviyelerinde istatiksel olarak anlamli herhangi bir sonu¢ bulunmamustir.
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku TOS

sonugclari
SERUM DOKU
TOS (umol . - . TOS (umol . . i
H20,/L) n | Median | Minimum | Maksimum p H202/L) n | Median | Minimum | Maksimum p
Kontrol 14| 0.54 0.22 1.29 0.337 Kontrol 14| 2.34 0.88 4.14 0.035
1000 ppm | 14| 0.67 0.51 1.36 0.002 | 1000 ppm |14 | 2.46 1.29 3.09 0.565
2000 ppm | 14| 0.66 0.34 1.47 0.014 | 2000 ppm |13| 2.36 1.71 2.94 0.943
3000 ppm |14 0.43 0.16 0.84 0.848 | 3000 ppm |14| 2.50 2.01 3.27 0.848
4000 ppm | 14| 0.61 0.23 1.91 0.848 | 4000 ppm |14 | 2.22 1.46 2.53 0.655
Gun kurusu | 14| 0.75 0.47 2.16 0.002 | Ginkurusu |14 | 2.22 1.05 2.78 0.035
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen

ratlarin serum ve karaciger dokusu TOS sonuglarinin karsilastirilmasi.

4.1.3. Serum ve Doku OSI Seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu TOS sonuglari Tablo 4.3” de ve Sekil 4.3’ de gosterilmistir.
Gruplar arasi karsilastirmalarda serum numunelerinde Giin Kurusu grubu OSI seviyesi,
Kontrol ve 3000 ppm grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunurken; 3000 ppm grubu
OSI seviyesinin, 1000 ppm ve 2000 ppm gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sonu¢ TAS sonugclart ile ters orant1 gostermektedir ¢iinkii TAS seviyesi

yiiksek olan gruplarin OSI seviyelerinin diigiik olmasi normal bir durumdur.

Karaciger dokusu sonuglarinda ise sadece 2000 ppm grubu ile Giin Kurusu grubu

arasindaki degisiklik istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt i¢eren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku OSI sonuglari

SERUM DOKU

OSI (AU) n | Median | Minimum | Maksimum | p OSI (AU) | n | Median | Minimum | Maksimum | p
Kontrol 14| 0.06 0.02 0.18 0.030 Kontrol 14| 0.06 0.03 0.19 0.033
1000 ppm | 14| 0.05 0.02 0.09 0.002 | 1000 ppm | 14| 0.07 0.05 0.10 0.596
2000 ppm | 14| 0.05 0.02 0.10 0.363 | 2000 ppm | 13| 0.06 0.04 0.08 0.770
3000 ppmP® | 14| 0.07 0.03 0.21 0.246 | 3000 ppm | 14| 0.07 0.04 0.08 0.427
4000 ppm | 14| 0.06 0.02 0.12 0.898 | 4000 ppm | 14| 0.07 0.05 0.14 0.743
Giin kurusu®® | 14 | 0.04 0.02 0.08 0.021 | Gun kurusu® | 14 | 0.08 0.04 0.27 0.334

3p<0,05, kontrole gore; °p<0,05, 1000 ppm grubuna gore;°p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;%p<0,05, 3000 ppm grubuna gére

7p<0,05, 2000 ppm grubuna gore
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu OSI sonuclarinin karsilagtirilmasi.

p<0,05, kontrole gore; "p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;
9p<0,05, 3000 ppm grubuna gore; 2p<0,05, 2000 ppm grubuna gére

4.1.4. Serum ve Doku IL-1p Seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu IL-1p sonuglar1 Tablo 4.4° de ve Sekil 4.4° de gosterilmis. Serum
IL-1p i¢in en yiiksek deger 1000 ppm grubu, en diisiik deger Giin Kurusu grubuna aittir.
Gruplar arasi karsilagtirmalar sonucunda 1000 ppm grubuna ait IL-1B seviyesi Kontrol
grubundan anlamli derece yiiksek oldugu; geriye kalan gruplarin IL-1f seviyesinin 1000 ppm

grubuna gore anlamli derece azaldig1 gézlemlenmistir.

Karaciger IL-1p seviyeleri arasindan en yiiksek deger Kontrol grubu; en diisiik deger
Glin Kurusu grubuna aittir. 1000 ppm, 4000 ppm ve Giin Kurusu gruplari Kontrol grubuna
gore anlaml derecede diisiik IL-1B seviyelerine sahiptir. Ayni durum 2000 ppm grubu ile

yapilan kiyaslamalarda da mevcuttur.
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Tablo 4.4. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt i¢eren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku IL-1f sonuglari

SERUM DOKU

IL1-B (pg/L) | n | Median | Minimum | Maksimum | p IL1-B (pg/L) | n | Median | Minimum | Maksimum | p
Kontrol 14 1134117 | 1122.77 1465.74 | 0.025 Kontrol 14 | 1234.48 | 504.35 1693.10 | 0.013
1000 ppm?® | 14 | 1465.74 | 1208.30 1743.94 | 0.041 | 1000 ppm* |14 | 934.42 | 326.09 1265.52 | 0.225
2000 ppm® | 14 | 1291.35 | 1110.89 1573.70 | 0.073 | 2000 ppmY |13 |1140.98 | 816.39 1758.62 | 0.775
3000 ppm® | 14 | 1357.78 | 908.91 1503.11 | 0.035| 3000 ppm |14 | 922.13 | 495.65 1620.69 | 0.055
4000 ppm® | 14 | 1299.65 | 1104.95 1586.16 | 0.025 | 4000 ppm** | 14 | 934.42 | 408.70 1310.34 | 0.565
Giin kurusu® | 14 | 1286.16 | 873.27 1548.79 | 0.002 | Gun kurusu** | 14 | 880.33 | 482.61 1286.21 | 0.798

2p<0,05, kontrole gore; ®p<0,05, 1000 ppm grubuna gore;
P<0,05, kontrole gore; *p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; p<0,05, 2000 ppm grubuna gore
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Sekil 4.4. Farkl1 konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu IL-1f sonuglarinin karsilastirilmasi.

4<0,05, kontrole gore; ®p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; p<0,05, kontrole gore; Yp<0,05, 1000 ppm
grubuna gore; ?p<0,05, 2000 ppm grubuna gore

4.1.5. Serum ve Doku 8-OHdG Seviyeleri

Farkl1 konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu 8-OHdG sonuglar1 Tablo 4.5 de ve Sekil 4.5” de gosterilmistir.
Serum 8- OHdG sonuglarindan en yiiksek iki deger 1000 ppm ve 4000 ppm gruplarindan; en
diisiik iki deger ise Kontrol ve 2000 ppm gruplarindan elde edilmistir. 1000 ppm ve 4000
ppm gruplari Kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek 8- OHAG seviyesine sahiptir.
2000 ppm grubunda meydana gelen 8- OHdG seviyesindeki azalma hem 1000 ppm grubuna

hem de 4000 ppm grubuna gore istatiksel olarak anlamlidir.

Karaciger dokusu 8- OHdG seviyeleri agisindan en yiiksek sonug¢ Kontrol grubuna en
diisiik sonug ise 1000 ppm grubuna aittir. Gruplar arasi karsilastirma sonuglarinda 1000 ppm
ve 4000 ppm gruplar1 Kontrol grubuna gére anlamli derecede diisiik sonuglara sahiptir. 2000
ppm, 4000 ppm ve Giin Kurusu gruplarinin sahip oldugu 8- OHdG seviyesi 2000 ppm

grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.
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Tablo 4.5. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt i¢eren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku 8-OHdG sonuglari

SERUM DOKU

E(ar-g/l;lnds n | Median | Minimum | Maksimum | p (r?g/?nl_ll_) n | Median | Minimum | Maksimum p
Kontrol 14| 2.80 2.36 3.39 0.250 Kontrol 14 | 2.07 1.00 3.69 0.035
1000 ppm? | 14| 3.21 2.7 3.93 0.064 | 1000 ppm* | 14| 1.30 0.52 2.08 0.406
2000 ppm® | 14 | 2.74 2.29 3.49 0.898 | 2000 ppm¥ | 13| 1.90 1.04 3.40 0.199
3000 ppm 14| 2.99 2.65 3.82 0.250 | 3000 ppm |14 | 147 0.75 3.34 0.025
4000 ppm?®©¢ | 14 | 3.14 2.60 3.69 0.124 | 4000 ppm*? | 14 | 1.52 0.66 2.87 0.484
Gun kurusu | 14 | 3.00 2.47 4.31 0.013 | Gin kurusu® | 14 | 1.35 0.90 2.46 0.749

2p<0,05, kontrole gore; ®p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; ©p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;*p<0,05, kontrole gére; Yp<0,05, 1000
ppm grubuna gore; “p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu 8- OHdG sonuglarinin karsilastirilmasi.

3p<0,05, kontrole gore;’p<0,05, 1000 ppm grubuna gore;*p<0,05, 2000 ppm grubuna gore;
*p<0,05, kontrole gore; Yp<0,05, 1000 ppm grubuna gére; p<0,05, 2000 ppm grubuna gére.

4.1.6. Serum ve Doku MDA Seviyeleri

Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu MDA sonuglari Tablo 4.6° da ve Sekil 4.6’ da gosterilmis.
Serumlardan elde edilen MDA seviyeleri arasindan en yiiksek deger 1000 ppm grubunda en
diisiik deger ise 4000 ppm grubunda elde edilmistir. Kontrol grubuna gore tek fark 1000 ppm
grubundaki MDA seviyesi yiiksekligidir. Bununla birlikte 3000 ppm, 4000 ppm ve Giin

Kurusu gruplarinda MDA seviyesi 1000 ppm grubuna gore anlamli derece diismiistiir.

Karaciger MDA seviyeleri agisindan da en yliksek deger 1000 ppm grubuna aittir.
Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda istatiksel olarak anlamli olan tek farklilik Kontrol

grubu ile 1000 ppm grubu arasinda gézlemlenmistir.
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt i¢eren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku MDA sonuglari

SERUM DOKU

MDA (nmol) | n | Median | Minimum | Maksimum p MDA (nmol) | n | Median | Minimum | Maksimum p
Kontrol 14| 11.38 10.23 18.38 0.010 Kontrol 14 | 40.09 29.70 44.88 0.482
1000 ppm?* | 14 | 13.53 8.91 18.48 0.798 | 1000 ppm* | 14 | 44.05 32.67 51.48 0.608
2000 ppm |14 | 11.38 9.57 18.81 0.177 | 2000 ppm |13 | 40.26 32.01 53.13 0.253
3000 ppm® |14 | 11.71 9.24 14.85 0.442 | 3000 ppm |14 | 4191 31.35 51.81 0.749
4000 ppm° | 14| 10.89 9.24 14.85 0.221 | 4000 ppm |14 | 40.92 30.69 62.70 0.655
Giin kurusu® | 14 | 11.38 9.57 13.20 0.845 | Gunkurusu |14 | 41.08 33.33 55.77 0.225

3p<0,05, kontrole gore;®p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; *p<0,05, kontrole gore
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Sekil 4.6. Farkl1 konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu MDA sonuglarinin karsilastirilmasi.

<0,05, kontrole gdre; ®p<0,05, 1000ppm grubuna gore; *p<0,05, kontrole gére

4.1.7. Serum ve Doku GSH Seviyeleri

Farkl1 konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin
serum ve karaciger dokusu GSH sonuglar1 Tablo 4.7° de ve Sekil 4.7’ de gosterilmis. En
yuksek serum GSH seviyesi 2000 ppm grubunda gdzlemlenirken en diisiik seviye Kontrol ve
4000 ppm gruplarinda esit olarak ol¢iilmiistir. 1000 ppm, 2000 ppm ve 3000 ppm
gruplarinda Kontrol grubuna gére GSH seviyeleri anlamli derecede artmistir. Bununla
birlikte 4000 ppm ve Giin Kurusu gruplarinda 2000 ppm ve 3000 ppm gruplarina gore
anlaml diisiisler gozlemlenmistir.

Karaciger dokusunda yapilan Ol¢limlerde en yliksek MDA seviyesi Kontrol
grubunda; en diisiik MDA seviyesi ise Giin Kurusu grubunda bulunmustur ancak gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemistir.
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Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt i¢eren ve giin kurusu kayisilarla beslenen ratlarin serum ve doku GSH sonuglari

SERUM DOKU

GSH (umol) | n | Median | Minimum | Maksimum | p | GSH (umol) | n | Median | Minimum | Maksimum | p
Kontrol 14| 1.09 0.98 1.30 0.949 Kontrol 14| 3.88 3.22 4.36 0.064
1000 ppm?® |14 | 1.12 1.05 1.17 0.399 | 1000 ppm |14 | 3.59 3.22 4.35 0.655
2000 ppm®° | 14 | 1.18 1.09 1.32 1.000 | 2000 ppm |13 | 3.59 3.22 4.19 1.000
3000 ppm? | 14| 1.13 1.05 1.21 0.405| 3000 ppm |14 | 3.60 3.37 4.35 0.565
4000 ppm®? | 14 | 1.09 0.98 1.20 0.438 | 4000 ppm |14 | 3.57 3.39 4.26 0.522
Gun kurusu® | 14 | 1.12 0.98 1.20 0.222 | Gin kurusu | 14 | 3.45 3.32 4.39 0.034

p<0,05, kontrole gore; °p<0,05, 1000 ppm grubuna gore; °p<0,05, 2000 ppm grubuna gore; %p<0,05, 3000 ppm grubuna gore
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisilarla beslenen
ratlarin serum ve karaciger dokusu GSH sonuglarinin karsilastirilmasi.

ap<0,05, kontrole gore;"p<0,05, 1000ppm grubuna gore;*p<0,05, 2000ppm grubuna
gore;%p<0,05, 3000ppm grubuna gore

4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol, Gln kurusu, 1000 ppm ve 2000 ppm gruplarinda yapilan mikroskobik
incelemede karaciger kesitleri normal histolojik yapida degerlendirildi. Karaciger portal triad
bag dokusu, igcerdigi arter ven ve safra kanali yapilar ile hepatositler, sinuzoidler ve santral
ven olagan yapida izlendi. Ancak her dort gruba ait incelenen kesitlerde nadir olarak minimal
duzeyde konjesyon izlendi.
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Sekil 4.8. Karaciger santral ven (Cv) gorintiileri (40x biiyttme). A. Kontrol grubu,
B. Gun Kurusu grubu, C. 1000 ppm grubu, D. 2000 ppm grubu, E. 3000 ppm grubu santral
ven hasar1 (oklar) ve dilate sinuzoidler (ok baslar1), F. 4000 ppm grubu santral vende

konjesyon ve hepatosit nukleuslarinda kromatolizis (ok baslar1).
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3000 grubuna ait karaciger kesitlerinin histolojik incelenmesinde yer yer santral ven
hasari ile santral ven ¢evresi hepatositlerde nuklear kromatolizis ve az da olsa hepatosit hasari
izlendi. Karaciger lobiilleri merkezi bolgelerinde minimal diizeyde sinuzoidal dilatasyon
saptandi. Periportal bag dokusu alanlarda minimal diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
ve vaskiiler konjesyon mevcuttu. Ayrica hepatositlerde minimal diizeyde sitoplazmik

eozinofili ve nuklear heterokromazi artis1 gozlemlendi.

4000 ppm grubundaki karaciger kesitlerinde santral ven hasari, hepatositlerde yer yer
yaygin nuklear kromatolizis ve heterokromatik-piknotik nukleus yapisi mevcuttu. Bazi
kesitlerde karaciger lobiillerinin merkezinde daha belirgin olmak iizere sinuzoidal dilatasyon
saptand1. Periportal bag dokusu alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve vaskiiler

konjesyon izlendi.

Tablo 4.8. Karaciger dokusu ortalama histolojik muayene skorlart

Periportal Konjesyon Hepatosit Toplam
Gruplar inflamasyon Skoru Skoru Hasar1 Skoru  Hasar Skoru
Kontrol
0.15 0.15 0 0.30
(n=14)
Gun Kurusu
0.15 0.15 0 0.30
(n=14)
1000 ppm
0.18 0.18 0.09 0.45
(n=14)
2000 ppm
0.21 0.21 0.10 0.52
(n=14)
3000 ppm
0.30 0.30 0.18 0.78
(n=14)
4000 ppm
0.42 0.39 0.22 1.03
(n=14)
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Sekil 4.9. Karaciger dokusu toplam hasar skoru grafigi. Gruplar arasinda karaciger hasar

skoru agisindan istatiksel olarak farklilik bulunmamustir.

66



Sekil 4.10. Karaciger portal alan (oklar) goriintiileri (40x biiyiitme). A. Kontrol grubu, B.
Gun Kurusu grubu, C. 1000 ppm grubu, D. 2000 ppm grubu, E. 3000 ppm grubu periportal
alanda inflamatuvar inflamasyon ve vaskiler konjesyon (oklar), F. 4000 ppm periportal
alanda inflamatuvar inflamasyon ve vaskiiler konjesyon (oklar), hepatosit nukleuslarinda

kromatolizis (ok baslarr).
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5. TARTISMA

Calismamizda farkli belirli konsantrasyonda kiikiirt iceren kayisilarla ve giin kurusu
kayisilarla beslenen disi ve erkek ratlarin serum ve karaciger oksidatif stres parametreleri ile
DNA hasari belirtegleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar kiikiirtlii kayisilarin oral alimimin

oksidatif stres ve DNA hasarin1 anlamli derecede etkilemedigini gostermistir.

Kiikiirtlii kayisilar ile ilgili makaleler genellikle is¢i giivenligini saglamak amaciyla
dogrudan SOz gazinin solunmasi ile ilgili calismalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
calismalara gore kiikiirtleme isleminde calisan is¢iler 106-722 ppm arasinda SO, gazina
maruz kalmakta ve maruziyetten sonra bir saat i¢cinde bogazda yanma, géz ve burun
kasintilari, okstiriik gibi semptomlar agiga ¢ikmaktadir (78). N.Koksal ve ark. yapmis oldugu
bir caligmada SO2 gazina bir saat siireyle maruz kalan is¢ilerin serum TNF-q, IL1-f, IL-6 ve
IL-8 seviyeleri yiikseldigi gdzlemlenmistir. Ancak yiikselen TNF-a ve IL1-B seviyelerinin
alveolar makrofajlardan tarafindan salindigr ve akut akciger hasarinda erken salinan
sitokinler olduklar1 i¢in yiiksek seviyelerin beklendigi belirtilmistir (79). Gokirmak ve ark.
SOzgazina maruz kalan iscilerin serum GPX, CAT ve SOD aktivitelerinde diisiisle birlikte
MDA seviyelerinde yikselme gozlemlemislerdir (80). Uren ve ark. insan periferal
lenfositlerini 0.1, 0.5 ve 1 ppm konsantrasyonunda SO,gazi ile muamele etmis ve sonugta
SOz gazinin kardes kromatid degisikleri meydana getirdigi, mitotik indeks ve replikasyon
indeksini arttirarak sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir (81). Adi gecen ¢alismalar ile
yaptigimiz ¢aligmalarin sonuglarinin birbirinden farkli olmasinin temel sebebi kiikiirdiin
viicuda giris yollarinin farkli olmasidir. Calismamiz kiikiirtlii kayisi tiiketiminin etkilerini
arastirmay1 amagladig i¢in kayisilarin yeme karistirilarak ratlara oral yolla verilmesi en

uygun ve dogal yoldur.

Kayisilarin kiikiirtleme islemine maruz birakilmasinin meyvelerde fiziksel ve
kimyasal degisiklere yol actig1 bilinmektedir. Kiikiirtleme islemi ile total polifenol miktar1
ile birlikte malik asit, sitrik asit ve B-karoten miktarlarinin azaldigi belirtilmistir (82). T. Kan
ve S. Z. Bostan kiikiirt miktarinin yiiksek oldugu durumlarda kayisilardaki katesin,
epikatesin, rutin gibi flavonoidlerin miktarinda azalmalar oldugunu gozlemlemislerdir (83).

S6z konusu flavonoidlerin ve total polifenollerin azalmasi g6z Oniine alindiinda
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calismamizda kullanilan kayisilarda da ayni durumun meydana gelmesi olasidir. Gruplar
arasindaki farklarin pek cok parametrede ortaya c¢ikmamasi kayisilarin antioksidan

aktivitelerinde temel rol iistlenen bilesiklerin yikimlanmasi olabilir.

Yilmaz, Karaman, Vardi ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada hepatoktemi yapilan
ratlara %5 oraninda giin kurusu kayisili yemler vermis ve karaciger enzimleri ile oksidatif
stres parametrelerine bakmiglardir. Calismadan elde edilen sonuglara gére %5 giin kurusu
kayist verilmesi gruplar arasinda SOD, CAT, MDA, GPx seviyelerini anlamli derecede
etkilememis sadece GSH seviyeleri yiikselmistir (84). B.Yurt ve I.Celik %20 etanol ile
oksidatif stres olusumunu indiikleyerek ratlara %15 ve %30 oranlarinda kiikiirtlii ve giin
kurusu kayisili yemler vermistir. Calismadan elde ettikleri sonuglara gore etanol verilmesi
ile artis gosteren AST, ALT, LDH ve MDA seviyeleri kayisili yemlerin verildigi gruplarda
azalma gdstermistir (85). F. Oztiirk ve arkadaslar1 karbontetrakloriir (CCls) ile olusturduklar
karaciger hasarinda %10 ve %20 oranlarinda kiikiirtlii kayis1 vermis ve karaciger fonksiyon
testleri (AST, ALT) ile oksidatif stres parametlerini (MDA, CAT, SOD, GSH, GPx)
gozlemlemistir. Elde ettikleri sonuglara gore CCls ile birlikte kayisili yem alan gruplarda
biitiin parametreler artis gostermistir (7). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin yukarida
bahsedilen sonuglarla ¢elistigi fikri bizce dogru degildir. Bahsi gegen calismalarin deneysel
tasariminda alkol ve kimyasal uyaricilarla organizmanin normal isleyisi bozulmus veya
operasyonlar yapilmistir. Bu durumlarda oksidatif stres parametrelerinin asir1 yiikselisi ve
kayisilarin antioksidan etkilerini gézlemlemek daha kolay olmaktadir. Yapmis oldugumuz
caligmada ratlarin metabolizmasina hig¢ bir sekilde miidahale edilmemis, boylece oksidatif
stres parametrelerinde asir1 yiikselme veya diismeler goriilmemistir. Nitekim F. Oztiirk ve
ark. yaptig1 caligmada da yalnizca kayisi alan gruplardaki degerler kontrol grubuna oldukca
yakindir (7). Bu sonuglara gore aslinda saglikli bir organizmada kiikiirtlii kayisinin hayati

tehdit eden zararlar meydana getirmedigi 6ngoriilebilir.

Farkli miktarda kiikiirt iceren kayisili yemlerle beslenen deney hayvanlarinda
biyokimyasal parametreler belirgin farkliliklar gostermemesine ragmen histolojik
incelemelerin sonuglar1 ayni tabloyu yansitmamaktadir. Mikroskobik bulgularda kayisida
bulunan kiikiirt miktar arttik¢a karaciger hasari puanlarinin artmis oldugu gozlemlenmistir.

Fakat s6z konusu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yine de bu konuda g6z
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ontinde bulundurulmasi gereken birkag dnemli hususa deginmek isteriz. Birincisi karacigerde
meydana gelebilecek en 6nemli patolojik degisiklik nekrozdur ve hi¢bir deney grubumuzda
nekroz olgusuna rastlanilmamistir. Meydana gelen degisikliklerin hepsi zamanla
kendiliginden diizelebilecek yangisal degisiklerdir. Bu anlamda yiiksek kiikiirt miktarinin
karaciger dokusu lizerinde hafif etkileri oldugunu ve dokuda kalict hasar birakmadigini

soyleyebiliriz.

Deney hayvanlan {izerinde yapilan toksikasyon calismalarinda ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlu toksik maddeler, karaciger lizerinde agir tahribatlara ve hasar puanlarinin
yukselmesine sebep olmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz histolojik hasar puanlarinin
yiikselisi pek ¢ok toksik maddenin sebep oldugu artistan daha diistiktiir. Ayrica bilindigi gibi
deney hayvanlart normal yasamlarinda kiikiirtle karsilagmamaktadir. Dolayisiyla vermis
oldugumuz kiikiirtlii kayisilar deney hayvanlarinin kiikiirtle ilk kez karsilasmasina ve asiri
duyarlilik reaksiyonlar1 gostermesine sebep olmus olabilir. Deney hayvanlarinin aksine
insanoglu yasami boyunca kiikiirt ve ya kiikiirt dioksit gazi ile donem donem
karsilagmaktadir ve kiikiirt miktar1 yiiksek besinlere karsi gosterecekleri reaksiyon daha

1limli olacaktir.

Histolojik degisikliklerin biyokimyasal parametrelere yansimamis olmasit da
calismanin tartismaya deger diger bir yanidir. Bilindigi tizere biyokimyasal parametreler
hiicrelerde anlik degisebilir ve akut artiglar meydana geldikten sonra hiicreler mevcut duruma
adaptasyon gosterebilirler. Calismamizda karaciger dokusu biyokimyasal parametlerinin
hepsi serum sonuglarindan yiiksek olmasimna ragmen gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmasinda farkliliklarin az olusu bu adaptasyon sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.
Ayrica biyokimyasal parametrelerde meydana gelen anlik degisikliklerin aksine morfolojik
degisimlerin i¢in daha uzun zamana ihtiyag¢ vardir. Bu sebeple doku hasar puanlar1 arasinda

istatiksel farklilik gozlemlenmemis olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada farkli miktarda kiikiirt iceren ve giin kurusu kayisi ile beslenen ratlarda
oksidatif stres parametrelerindeki degisimi arastirdik. Calismamizin amact Avrupa Birligi
Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’'nde belirlenmis olan 2000 ppm kiikiirt dioksit sinirinin
asilmast halinde meydana gelen degisimlerinin gézlemlenmesi idi. Her grupta 14 deney
hayvani bulunmaktayd: ve deney gruplari Kontrol, 1000 ppm kiikiirtlii kayisi, 2000 ppm
kiikiirtlii kayisi, 3000 ppm kiikiirtlii kayisi, 4000 ppm kiikiirtlii kayis1 ve giin kurusu kayisi
alan ratlardan olusmaktaydi. Yapmis oldugumuz biyokimyasal ve histolojik incelemelerin
sonucunda oksidatif stres parametrelerinin 2000 ppm’in tzerindeki miktarlarda ¢ok fazla
degismedigini ve doku bazinda bir takim hayati olmayan degisiklikler meydana getirdigini

g6zlemledik.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar géz Oniline alinarak asagidaki Onerileri

sunuyoruz.

1. Avrupa Birligi iilkelerinde uygulanan 2000 ppm. kiikiirt dioksit sinir1 degistirilmese
bile sinirin lizerinde kiikiirt dioksit igeren kayisilar, ambalajlarinda farkl renkler veya
uyarilar ile tiikketime sunulabilir.

2. Kayis1 ambalajlart kapali olmali, giines 15181 altinda kalmamali ve saklanma kosullari
kutular Gzerinde belirtilmeli.

3. Kayisi tiiketilmesinin beslenme ve saglia olan etkileri asikardir. Ancak kayisinin
tiiketilme sekli dogruda ve ya yas grubuna bagli olarak komposto seklinde olmalidir.

4. Kayistyt miimkiinse taze, mevsim disinda tiiketilecek kayisilar1 ise golgede
kurutulmus olarak saklamak gerekmektedir.

5. Bu calisma ile birlikte kayisidaki kiikiirt miktar1 ve saglik iliskisi lizerine daha
ayrintili ¢alismalar yapilmalidir. Kayisilarin etkilerini daha dogru gorebilmek i¢in
dogrudan ve ya komposto olarak tliketimin etkilerinin aragtirilacagi bir ¢aligma daha

degerli veriler saglayabilir.
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caligmaktayim.
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EK-2. ETiK KURUL ONAYI

INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplanti Tarihi : 08-01-2016

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplanti: Salonu-Malatya
Arastirma Protokol no.su : 2016/A-02

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti :XE [p [JFarketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi : 84 Adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yas1 ve Agirhig :

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Aysun Bay Karabulut‘un ylirtitiictisit
oldugu “Farkli Miktarlarda Kiikiirt Igeren ve Giin Kurusu Kayisiyla Beslenen Ratlarm Serum
ve Karaciger Oksidatif Stres Parametrelerinin Karsilagtirilmas1” isimli 2016/A-02 Protokol
no.lu ¢alismanin dosyast incelendi.

Adr1 gegen aragtirmanin; arastirma protokoliine tamamen uyulmak, Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi’nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk aragstiricilara ait olmak tizere aligmanin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.

Prof. Dr. Nigar VARDI

Prof. Dr. Yilmaz CIGREMIS
Uye

et KARATAS Yrd.Dog.Dr. Mus fa KARAKAPLAN

Iy
;S

Ahmet GONULLUOGLU
Sivil Uye

Salih AVCI
Sivil Uye
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